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 به عنوان NA1FIH ژن وارزیابی بافتی پروتئین تعیین میزان بیانو SARKآنالیز موتاسیون 
 انسانی آدنوکارسینومای کولورکتال در پیش آگهی دهنده احتمالی مارکربیو
 چکیده
 
و  CPAفرآیندی چند مرحله ای بر اساس تجمع جهش سوماتیک در ژن ها مثل  )CRC( سرطان کولورکتال
و ارتباط آنها با پارامترهای بالینی و بیان ژن های  SARKاطلاعات کمی مبنی بر جهش در ژن .است SARK
 وجود دارد. CRCدر دخیل در پیشرفت تومور 
مانند سن، جنس، محل تومور،  کلینیکی پارامترهایبیمار و ارتباط آن با  99را در نمونه  SARKما وضعیت 
 متاستاز به غدد لنفاوی ، مرحله تومور ، درجه تومور و تهاجم عروقی مورد بررسی قرار دادیم.
  21در کدون  بیشتررا با جهش  SARKاز نمونه های ما جهش در ژنوم  ٪  4/83مطابق با گزارش های دیگر،
و  SARKبا این وجود، در تضاد با گزارش های قبلی ، هیچ رابطه ای بین وضعیت )نشان داد.٪ 4/98( 
 )50/0>P(د. به جز تهاجم عروقی دیده نش ,یک کلینیکوپاتولوژ پارامترهای
 داشتند.  تهاجم عروقی بیشتر SARKدر مقایسه با بیمار نوع وحشی  SARKبیماران مبتلا به جهش 
جهش یافته و نوع  SARK، در هر دو گروه  3SCOS و 1- HIFسپس، ما بررسی بیان دو ژن سرکوبگر تومور ، 
 پرداختیم. کلینیکوپاتولوژیوحشی به جستجوی ارتباط بین بیان و پارامترهای 
هیچ با ANRmدر سطح  3SCOSو  1- HIFبیان ، اما  میدادنشان  رانشده  تنظیماگر چه بیان هر دو ژن بیان 
 )50/0>P( ارتباط نداشت . کدام از پارامترهای کلینیکوپاتولوژی
 .بود مرتبطتومور  Πو گرید  VIمرحله  در سطح پروتئین با 1- HIFکاهش موتانت  SARKدر گروه با این حال، 
و  3SCOSو  1- HIF بابیان SARKنشان داد که هیچ ارتباط و یا همبستگی پایینی میان وضعیت  نتایج ما
 وجود ندارد. CRCویژگی های اپیدمیولوژیک و تظاهرات کلینیکوپاتولوژیکی در 
 





 خدای مهربان زندگیمدوست و همراه  والاترین تقدیم به بهترین و
 
بی همتای زندگیم که نور وجود نازنینش مایه دلگرمی و امید من  فرشتهتقدیم به 
محبت و از خودگذشتگیهایش در ذهن و وجودم  ٬است و همواره آرامش حضورش
  سپاس مادرم  ٬است جاودانه
 
دلسوزیها  یشهاما هم رمندا داشتنش را افتخار که  پدرمو پاک  تقدیم به روان شاد
 پدرم هنوزاما نصیبم بی  وجودش از موهبتدریغا که   , خواهم مانددر ذهنم ایش پندهو
  زند و نجواهایت در گوش جانم زنگ می
  یقین دارم آمرزیده ای و آزاد  ,سیمایت در برابر چشمانم زنده است
 
 
که با بلندی طبع و محبت وجودش در تحقق آرزوهایم  همسر بسیار عزیزمتقدیم به 




حضور و عمق شعورش در طول این سالها  یمن که بهعزیزتر از جانم  آبتین تقدیم به
  بود حامی منهمراه و بهترین 
 
  موهبت استش نازنیندوست داشتنی و که وجود  عزیز در راهمپسر تقدیم به 
 
  هستندمایه دلگرمی و افتخار م  که برادران عزیزمتقدیم به 
 
 
  مشاور و راهنما محترمارجمند و تقدیم به اساتید 
 
  ناصر رخشانی جناب آقای دکتر   رضا نجفی پور جناب آقای دکتر
 





  جلسه دفاعیه اساتیدمحترم ناظرتقدیم به 
 
  بهرنگ کاظمی نژاد جناب آقای دکتر       بهرام کاظمی جناب آقای دکتر  
 
  ساروخانی جناب آقای دکتر           ناصر پور دکتر جناب آقای
 
  سهمانی جناب آقای دکتر          پیمانیجناب آقای دکتر
 
 با تقدیر و تشکر از
 
  علوم پزشکی قزویندانشگاه ریاست محترم 
 ریاست محترم دانشکده پزشکی علوم پزشکی قزوین
  دانشگاه علوم پزشکی قزوین آموزشیمحترم پژوهشی و معاونت معاونت محترم 
  دانشگاه علوم پزشکی قزوین پزشکی مولکولیدپارتمان 
  دانشگاه علوم پزشکی قزوین انستیتو تحقیقات سلولی و مولکولی
  روزگر دانشگاه علوم پزشکی ایرانریاست محترم بیمارستان فی
 8
 
 معاونت محترم آموزشی و پژوهشی بیمارستان فیروزگر
 انستیتو تحقیقات کبد وگوارش بیمارستان فیروزگر
 ریاست محترم دپارتمان پاتولوژی بیمارستان مهر تهران
  مولکولی و پاتوبیولوژی پرتولب آزمایشگاه تشخیص
 
   , جناب آقای دکتر بابک قاری زاده    ,  مهران قادریجناب آقای دکتر   ,سرکار خانم دکتر مهشید هورمزدی   
  همکاران محترمکلیه  ومهندس فرهاد قجقی  آقای جناب
  جناب آقای دکتر حسینی راد   ,  دکتر الهه کاشانی امین سرکار خانم
 
دفتر مجله علوم پزشکی سرکار خانم شامخی و  و  سرکار خانم پورزرشکیآموزش و تحصیلات تکمیلی  دفتر
  ارمسپاسگز که نهایت همکاری و مساعدت را با اینجانب داشتندقزوین خانم خشکه چالی 
 
مایه که و خانم دکتر غزل محمدی دوست مریم هنرخانم دکتر   , دکتر اعظم رجب پور خانم   , مدوستان عزیز 
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 بخش اول: مقدمه 1-1
 دستگاه گوارش 1-1-1
دهان، مری، معده، روده باریک و روده  بخش هایاز دهان تا مقعد گسترده است و شامل  4)IGمجرای گوارش (
ا توسط اسفنگترهای اختصاصی که به طور مستقلی کنترل می شوند، از یکدیگر  بزرگ می باشد. این ارگانه
دستگاه گوارش دو عملکرد اصلی ومهم را برعهده دارد که شامل جذب مواد غذایی وحذف  متمایز می گردند.
صاف و لایه صفاقی  مواد زائد است. دیواره دستگاه گوارش به لحاظ بافت شناسی از لایه مخاطی، لایه عضلات
 )1( .تشکیل شده است
 روده بزرگ 2-1-1
روده بزرگ عضوی از دستگاه گوارش تحتانی می باشد که از سکوم، کولون، رکتوم وآنال کانال تشکیل شده 
ها وتشکیل مواد دفعی است و از چهار  ظیفه روده بزرگ، جذب آب و یونمتر طول دارد. و 1/5است و تقریبا 
لایه مخاط، زیر مخاط، طبقه عضلات و سروز تشکیل شده است. سطح مخاط روده بزرگ صاف و فاقد چین های 
های رکتوم، آنال کانال و آپاندیس به صورت نوار  حلقوی و پرز است. عضلات طولی خارجی به جز در بخش
نام تنیا کولی دیده می شوند. بین روده کوچک و سکوم در روده بزرگ، دریچه ایلئوسکال وجود دارد ضخیم به 
 )2(که به صورت اسفنگتری فیزیولوژیک مانع از بازگشت محتویات سکوم به روده کوچک می شود.
 کولون 3-1-1
 و کولون صعودی(راست)، کولون عرضی، کولون نزولی(چپ)کولون بخشی از روده بزرگ است که شامل 
 لایه مخاط، زیرمخاط، لایه عضلانی خارجی(پروپریا) و سروز 4جدار کولون از  می باشد.کولون سیگموئید 
شده است. سطح  ساختهس موکوزا یاپی تلیوم، لامینا پروپریا و موسکولار ءاز سه جز آن مخاط تشکیل شده و
 است.شده تلیوم استوانه ای مکعبی کوتاه پوشیده  ی اپیسلول ها، توسط لایه منفردی از کولونخارجی 





یلیک و اسیدوف آن هاو سیتوپلاسم  دندر قاعده قرار دار آن هایی که هسته سلول هااین اپی تلیوم سطحی از  
سلول  و وجود در راس به سمت لومن قرار دارد سلول هاحاشیه مخطط این  ند.ا موسین منفی است تشکیل شده
 .در این لایه می گرددگرانولهای موسین موجب سنتز، ذخیره وترشح در لایه مخاط  ی گابلتها
ی پانت وجود هاسلول کولون فاقد چربی و دارای کریپت های لیبرکون فراوانی است. در پوشش غدد کولون، 
 سلول های گابلت از سکوم تا سیگموئید افزایش می یابند. در اپیتلیوم سطحی، بیشتر سلول هاندارند ولی تعداد 
ی انترواندوکرین به میزان کمی وجود دارند. آستر مخاط و زیر مخاط در کولون سلول هاجاذب هستند و 
میلی لیتر آب و الکترولیت دراین بخش از دستگاه  1141ساختمانی مشابه روده کوچک دارند و روزانه حدود 
 )3 ,2(.گوارش جذب می شود
 









 در لگن واقع شده و در محل کانال مقعد، کهدهد  کولون را تشکیل میانتهای سانتی متری  51تا  8رکتوم 
. ساختمان رکتوم نیز مشابه کولون است ولی کریپت های لیبرکون آن کم عمق تر هستند و در یابد می پایان
های آنال است.  نیمه انتهایی آنال کانال محو می گردند. مخاط رکتوم دارای چین های طولی به نام ستون
 )4, 1(.ود می آورندهای رکتوم به یکدیگر می پیوندند و دریچه های آنال را بوج انتهای تحتانی چین
 نئوپلاسم های دستگاه گوارش 5-1-1
 انواع بدخیمی های دستگاه گوارش به دو دسته نئوپلاسم های دستگاه گوارش فوقانی وتحتانی تقسیم
ی مری ومعده بوده و بدخیمی های گوارشی سرطان هامی شوند. نئوپلاسم های گوارشی فوقانی شامل انواع  
 تحتانی شامل انواع پولیپها و کارسینوم های روده ای، سندروم های پولیپوز و تومورهای کارسینوئید 
می باشند. با این وجود، روده بزرگ از شایعترین محل های بروز بدخیمی های دستگاه گوارش تحتانی بوده و 
 .)3(لاسم های اولیه می باشددیگر میزبان نئوپ بخش هایبیش از 
 
 نئوپلاسم های روده بزرگ 6-1-1
یش بدخیمی های اپی تلیومی روده بزرگ از علل اصلی بیماری ومرگ و میر در دنیا هستند. کولون و رکتوم ب
می باشند. طبقه  پیش روندهدیگر روده بزرگ، محل بروز سلول های سرطانی وانواع تومورهای  بخش هایاز 
 بندی تومورهای روده بزرگ عبارتند از:
 پولیپ هایپولیپ های غیر نئوپلاسمی(خوش خیم) شامل: پولیپ های هیپرپلاستیک، پولیپ های هامارتومی،  -1
 لنفاوی پولیپ هایالتهابی، 
کارسینوم، آدنوم)، ضایعات بدخیم(آدنوضایعات اپی تلیالی نئوپلاسمی شامل: پولیپ های خوش خیم ( -2
 کارسینوئید، کارسینوم کولورکتال، کارسینوم ناحیه مقعد)
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 ضایعات مزانشیمی شامل: لیپوم، نوروم، آنژیوم، سارکوم کاپوسی -3
 لنفوم  -4
 م هاآدنو 
د که از تومورهای کوچک و اغلب پایه دار تا ضایعات بزرگ و این تومورها، پولیپ های نئوپلاستیکی هستن
است ولی بعد از سنین  12-13سالگی حدود % 14م های کولون قبل از آدنومعمولا بدون پایه متغیرند. شیوع 
ماتوزی از پرولیفراسیون و دیسپلازی اپی تلیال ناشی می آدنو. هر ضایعه افزایش می یابد 14-15سالگی به % 16
ست که اکثر ا م به کارسینوم است وهمچنین شواهد محکمی وجود دارد که بیانگر آنآدنوبیانگر تبدیل  شود که
 )4, 3(.ماتوزی از پیش موجود، منشا می گیرندآدنوگیر کولورکتال از ضایعات  کارسینوم های مهاجم تکآدنو
 
 بخش دوم: کارسینوم کولورکتال 2-1
 اپیدمیولوژی 1-2-1
 شایعسرطان کولورکتال یکی از اصلی ترین دلایل مرگ ومیر در سراسر دنیا محسوب می شود و از جمله 
  نشده است. شناخته دقیق طور به آن بروز اصلی عامل که باشد گوارش می دستگاهبدخیمی های  ترین
 را سوم رتبه پستان و ریه سرطان پس ازمیر  و از نظر مرگ و )5( دنیاچهارمین سرطان شایع در  سرطان این
 در . با این وجودگیرد می قرار پروستات و ریه سرطان از پس مردان بین در درمیان زنان به خود اختصاص داده و
 )6(.از زنان مشاهده می شود بیشتر عرضی و نزولی کولون سرطان حدودی و تا رکتوم سرطان مردان
  )7(.وع آن نیز افزایش می یابدسالگی شروع شده و با افزایش سن، شی 14خطر ابتلا به این سرطان از 
ماتوزی ایجاد آدنو پولیپ هایکارسینوم هستند و اغلب در آدنوسرطان های کولورکتال به صورت  89در حدود %




 در ایران سرطان کولورکتال اپیدمیولوژی 2-2-1
و با وجود عدم انجام  پیش بینی شدهسال پ 14-16جمعیت ایرانی افزایش شیوع سرطان کولورکتال در میان 
سرطان کولون در جمعیت جوان کشور  گسترشها حاکی از روند رو به  داده بررسی های کافی در این خصوص،
و نیز  فست فودها ر عادات غذایی وگرایش ایرانیان و به خصوص نسل جوان به که احتمالا ناشی از تغیی می باشد
  )9(.دخانیات می باشد استعمال
 گزارش محل ترین شایع نوع و رکتوم ترین شایع کارسینومآدنو در ایران،کولورکتال در مورد نوع و محل سرطان 
 سنی میانگین به نسبت 52بیماران در ایران  سنی میانگین انجام شده قبلی، مطالعات اساسبر  د.نباش شده می
 )9(.است تر پایین غربی منابع شده در ذکر
نتایج حاصل از مطالعه ای انجام گرفته در ایران نشان داده است که میزان شیوع سرطان کولورکتال در زنان و 
 )6(.از زنان  استبیش کمی  سال و بالاتر  54سال تقریبا یکسان بوده ولی شیوع آن در مردان  54مردان زیر 
گیرانه  اقدامات پیش بنابراین با توجه به مطالب فوق بایستی با  برنامه ریزی های بهداشتی و درمانی در خصوص
 و همچنین استفاده از پروتکل مناسب غربالگری و جامعه وسیع آموزش و بیماری خطرزای عوامل کاهشجهت 
فراد کشور های درمانی در راستای کاهش شیوع ابتلا به سرطان کولورکتال و عوارض ناشی از آن در میان ا
 تا بدین ترتیب بار بیماری وعوارض ناشی از آن درسطح ملی کاهش یابد.اقدامات  اساسی انجام 
  رطان کولورکتالریسک فاکتورهای موثردر ابتلا به س اتیولوژی و 3-2-1
 فاکتورهای محیطی 1-3-2-1
محتوای پایین فیبر غیرقابل جذب مصرفی، مقادیر بالای کربوهیدرات های تصفیه شده در  : رژیم غذایی 
وافزایش مقادیر چربی در محتویات رژیم  C،B،Aغذا، کاهش مصرف مواد محافظت کننده مانند ویتامین های 
 تولید فلاتوکسینآ،مانند عوامل جهش زا محسوب می شوند.کارسینوم کولون  عوامل موثری در ابتلا به غذایی
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و  کالباس،سوسیس مثل نیتریت حاوی غذاهای در شده ایجاد نیتروزآمین یا آلوده و پسته در ها کپک توسط شده
 مصرف زیاد گوشت قرمز خطر ابتلا به سرطان کولورکتال را افزایش می دهند.
 ایجاد با غذایی مواد شدید دادن حرارت و کردن سود نمک دادن، دود مانند طبخ نادرست های روشهمچنین 
 سرطان ها شیوع افزایش باعث هتروسیکلیک های آمین و سیکلیک پلی های مثل هیدروکربن زا سرطان ترکیبات
بنابراین می توان با کاهش مصرف غذاهای چرب و افزایش مصرف میوه  ،شوند از جمله سرطان کولون می
نظیر معده،  سرطان ها، شانس ابتلا به انواع آن هااکسیدانی ومحافظتی  آنتیاستفاده از خاصیت  و وسبزیجات
 )11, 11(ی حفره دهان را تاحد زیادی کاهش داد.سرطان هامری، مثانه، کولون، رکتوم و
 مثبت ارتباط مردان و در رکتوم سرطان و سیگار بین مثبت ارتباط ،یمتعدد مطالعات صرف سیگار: درم 
 بدون ، )دیستال( کولون انتهای سرطان با معکوس ارتباط و )پروگزیمال (کولونابتدا  سرطان و سیگار بین ضعیف
 )21(.است شده نشان داده رکتوم سرطان با ارتباط
 است همراه به خصوص سرطان کولون سرطان ها انواع خطر افزایش با چاقی و بی تحرکی تحرک و ورزش: 
 .است کولون سینه و سرطان ایجاد خطر کاهش گر بیان منظم ورزش مطالعات، از تعدادی درو
سلول در آپوپتوزاستفاده از برخی داروها نظیر آسپرین می تواند با مکانیسم احتمالی القاء سپرین:آ مصرف 
جمله کارسینوم  از سرطان هادر برابر انواع  سلول هاباعث حفاظت  )آنژیوژنزرگ زایی (ی توموری و مهار ها
کنند خطر ابتلا به  التهابی مصرف می ضد سپرین و یا سایر داروهایآ در افرادی که به نحویکولورکتال شود. 
  یابد. سرطان کولون کاهش می
می سرطان کولون و رکتوم را بالا برده و مانع جذب فولات شانس ابتلا به مصرف الکل  مصرف الکل:   
 )31(.شود
 وراثتیعوامل  2-3-2-1
سرطان  تاریخچه فامیلی کلید اصلی تشخیص بوده و بهترین روش برای شناسایی افراد در معرض خطر
 زمینه ساز برای ابتلا به سرطان کولورکتال عبارتند از: بیماری هایکولورکتال می باشد. 
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 :5بیماری پولیپوز فامیلیال 
در این بیماری افراد  می باشد. 6CPAژن عامل آن  شود. می به صورت ارثی به فرزندان منتقلاین ناهنجاری 
افراد اغلب قبل از و شوند های دستگاه گوارش می های متعددی در سراسر کولون و گاهی سایر قسمت دچار پولیپ
 .شوند سالگی به سرطان کولون مبتلا می 54
 : 7)CCPNHبیماری ارثی سرطان کولون بدون پولیپ ( 
و است  )فامیلیالخانوادگی (شایع تر از نوع پولیپوز و  می کندغالب در افراد بروز توارث ت به صوراین بیماری 
 :می شودبه دو شکل مشاهده 
از خصوصیات این بیماری وقوع سرطان در سن جوانی  وجود دارد، RMM8ژن موسوم به  در این شکل از بیماری -1
 سازد. است و اغلب قسمت راست کولون را مبتلا می
علاوه بر خصوصیات نوع اول سایر اعضای بدن از جمله  ونوع دوم که به صورت سندرم فامیلی سرطان است  -2
 )41(.شوند معده و مجاری صفراوی هم دچار عارضه سرطان می ،آن هاتخمد رحم،
  کارسینوم کولورکتال 9مرحله بندی 4-2-1
 سیستم برای مرحله بندی سرطان کولون ارائه شده است:به طور کلی سه 
 11 سیستم دوک -1
 سیستم استلر کولر -2
                                                 
  sisopyloP lailimaF 2
iloC sisopyloP suotamonedA 
    3
4















 8MNT سیستم -3
  ، دانشمندی به نام دوک سیستم مرحله بندی مشهور خود را برای کارسینوم7391در سال : سیستم دوک 
 .رکتال پیشنهاد نمود 
وک داشت، بسیار گیج علت تشابهاتی که با سیستم د سیستم با وجود کاربردی بودن به: سیستم آستلر کولر 
 )51(.کننده بود
 
  می گیرند. متعدد به صورت گروهی، مورد استفاده قرار ءدر این سیستم اجزا: MNTسیستم 
مرحله بندی کارسینوم کولون که توسط جاس مطرح گردید، الگوی رشد تومور، به عنوان معرف برجسته پیش 
 : )8(ی کولون به صورت زیر استسرطان هابرای  MNTمرحله بندی  .می شودآگهی بیماری، درنظرگرفته 
 )Tتومور( 
 صفر: بدون هیچ ضایعه
 درجا (محدود به مخاط)
 = تهاجم به زیر مخاط1
 = تهاجم به موسکولاریس پروپریا2
 = تهاجم به زیر سروز یا چربی غیر صفاقی اطراف کولون3
 مجاور ین هاا= تهاجم به ارگ4
 )Nغدد لنفاوی ( 
 صفر= بدون هیچ ضایعه
 غده لنفاوی اطراف کولون مثبت باشد. 3تا  1= 1
 غده لنفاوی اطراف کولون مثبت باشد. 4= مساوی یا بیش از 2
 = هر تعداد غده لنفاوی در طول یک رگ خونی مثبت باشد.3
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 )Mمتاستاز به دور دست ( 
 صفر= بدون هیچ ضایعه ای 
 ور دست = متاستاز د1
 کارسینوم کولون 11درجه بندی 5-2-1
 III(با تمایز متوسط) و  II( کاملاً تمایز یافته)، I های کولون به درجات  کارسینوم ،از لحاظ میکروسکوپیک
 د. این تقسیم بندی با توجه به ارتباط آن با پیش آگهی ارزشمند است.نشو (تمایز اندک) تقسیم می
 علائم بالینی 6-2-1
از  (مثل اسهال و یبوست متناوب) تغییرات اجابت مزاج آهن، ضعف، خستگی، ناراحتی کرامپی و آنمی فقر
گیرد، انسداد  وقتی که تومور در کولون چپ قرار می جمله علائم بالینی مهم در کارسینوم کولورکتال می باشند.
 . می باشدنادر این انسداد ، می شودروده ای شایع بوده و زمانی که در سکوم یا کولون صعودی واقع 
ممکن است به ندرت روده سوراخ شود که علت  و کارسینوم سکوم ممکن است با علائم آپاندیسیت تظاهر یابد
آن اتساع ایجاد شده به علت انسداد ناشی از کارسینوم است. نمای اندوسکوپیک، معمولاً اختصاصی است. اما 
 )4(.به کارسینوم داشته باشد ، ممکن است نمای شبیهمناطق ملتهب بعضی از
 عبارتند از :محل های شایع متاستاز تومورهای کولورکتال به ترتیب شیوع 
 مهم ترین ،ومناطقی مانند غشاء سروزی حفره پریتونئال استخوان هاغدد لنفاوی منطقه ای، کبد، ریه ها، 










کارسینوم هایی آدنواکثرا  آن ها. هستند از نظر میکروسکوپیک کلیه کارسینوم های کولورکتال شبیه یکدیگر
تمایز نیافته باشند. اکثر تومورها ترشحات موسینی  هستند که ممکن است کاملا تمایز یافته و یا آناپلاستیک و
بنابراین این  ،انتشار تومور را تسهیل می نماینداره های روده راه پیدا می کنند وایجاد می کنند و به داخل دیو
 تومورها در مراحل پیشرفته تر به وجود می آیند و پیش آگهی بدتری دارند.
  پیش آگهی 8-2-1
ی سرطان هاکارسینوم هستند و به نظر می رسد که اکثر آدنوتومورهای بدخیم کولورکتال ازنوع  59تقریبا %
 م نام دارند.آدنوکولورکتال از نئوپلاسم های خوش خیمی برمی خیزند که 
به سمت دیسپلازی و سرطان کولورکتال، تعداد جهش ها افزایش  آن هام ها و پیشرفت آدنوبا افزایش اندازه  
  )61, 1(.می یابد یافته و شانس بقاء کاهش
 :پیش آگهی کارسینوم کولون، به پارامترهای بالینی و پاتولوژیک زیر بستگی دارد
 شوند، پیش آگهی بدی دارند.  سن: تومورهایی که در سنین خیلی بالا یا پایین ایجاد می 
 به افراد مذکر بهتر است.جنس: پیش آگهی بیماری در افراد مونث نسبت  
، اثرات بدی بر پیش آگهی بیماری دارد که 5 lm/ gnسرم به بیش از  AEC: افزایش  21AECمقادیر سرمی  
 مستقل از مرحله پیشرفت تومور است.
ضایعات کولون چپ،   این فاکتور هنوز مورد اختلاف نظر است. تحقیقات نشان داده است که موقعیت تومور: 
در حالی که تومورهایی که در کولون سیگموئید و رکتوم قرار دارند، بدترین پیش داشته آگهی را  بهترین پیش
 )71(.همچنین ضایعات سمت چپ اغلب تمایل به عود دیررس دارند دهند. آگهی را به خود اختصاص می
                                                 
 1negitnA cinoyrbmE onicraC
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دارد وجود  هم اگر چه که بین سایز تومور و پیش آگهی آن رابطه وجود دارد ولی استثنا زیادیسایز تومور:  
همچنین، ارتباط اندکی  .نگریست یفاکتور پیش آگهی کننده قابل اعتماد به عنوانبه طوری که نمی توان به آن 
 )81(.متاستازهای غده ای وجود دارد شیوعنیز بین سایز تومور و 
ساله، به میزان قابل توجهی  5بقای  شانس، اتفاق می افتد هنگامی که تهاجم به وریدها عروقی:تهاجم  
ی، کمتر از اهمیت درگیری عروق خونی است اما زمانی که به او. اهمیت درگیری عروق لنفمی شودکاسته 
می فاکتور پیش آگهی بدی محسوب  ،بیماری مشاهده شود IIIصورت گسترده در بیماران مبتلا به مرحله 
 )91, 8(.شود
تر  شایعکولورکتال عود کننده سرطان ها، در بیماران مبتلا به  در بعضی از کدون  SAR-Kجهش انکوژن: 
 نیز صادق است.  12pوSAR است. این وضعیت در مورد بیان بیش از حد پروتئین 
خطر نسبی بیشتری برای عود بیماری نسبت به این جهش  نشان دادکه 35p جهش بامطالعه در تومورهایی 
  )12( .می شودمنجر به مرگ بیمار  تاحدود زیادی به طوری کهرا ایجاد می کند سایرین 
کند. طی یک مطالعه  ساله بیمار، افت شدیدی پیدا می 5با درگیری غدد لنفاوی بقای  درگیری غدد لنفاوی: 
 5بیماران بیش از  11%غده لنفاوی حاوی کارسینوم متاستاتیک باشند، کمتر از  6مشخص شد که اگر بیش از 
سال  5مزانتریک دچار کارسینوم باشند، تمامی بیماران ظرف  غده لنفاوی 61خواهند کرد. اگر بیش از  مرسال ع
 )12(فوت خواهند شد.
 مرحله بیماری : شانس بقاء در بیماران مبتلا به سرطان کولورکتال به مرحله بیماری وابسته است به طوری 
 )22(.پیشرفته بیماری، پیش آگهی بدتری را نشان می دهندکه بیماران با مراحل 
 نلی کارسینوم کولوژنتیک مولکو 9-2-1
های فامیلیال کولون، منجر به کشف بعضی از تغییرات ژنتیکی مرتبط با این  کشف انواع مختلفی از کارسینوم
آنست که دو مسیر بیماریزایی مجزا در پیدایش سرطان کولون وجود دارد امروزه عقیده بر . تومورها شده است
 بیفتد تا این سرطان به وجود بیاید.که در هردو مسیر چندین جهش ژنتیکی باید اتفاق 
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 :ninetaC -β/CPAمسیر  مسیر اول 
ژن های سرکوبگر و  انکوژن هادر این مسیر ناپایداری کروموزومی سبب تجمع یک سری از جهش ها برروی 
کاتنین در کارسینوم –کادهرین و آلفا Eبیان  ودر ارتباط بوده  CPAکاتنین، با پروتئین –بتا. تومور می شود
  .کارسینوم می نامند -مآدنواین مسیررا توالی  کولون، با تهاجم موضعی و متاستازهای آن، همراه است.
 تغییرات ژنتیکی ایجاد شده در این مسیر عبارتند از :
 )8(.م استآدنورویداد در تشکیل این مورد اولین : CPAناهنجاری در ژن سرکوبگر تومور  -1
 دیده می شود.در سرطان کولون  5حذف بازوی بلند کروموزوم شماره  به صورتCPA ناهنجاری در ژن     
م های بالای آدنو 15در انتقال پیام داخل سلولی نقش داشته ودر % SAR-K: ژن SAR-Kموتاسیون  -2
و  5حذف کروموزوم  که همطالعه نشان دادیک  کارسینوم ها، دچار موتاسیون می شود. 15متر و%آنتییک س
در مراحل نهایی  81و  71 و ناهنجاری در کروموزومسرطان کولون در مراحل اولیه  SARجهش نقطه ای در 
 )32( .افتد تفاق میسرطان ااین 
ی کولون به علت اختلال در سرطان ها بسیاری ازموثر در سرطان کولون نشان داد که  ژن هایبررسی همچنین 
نامیده می شود. ) )PAMمیتوژن اکتیویتد پروتئین  که با عنوانبوجود می آیند  KRE-KEM-FAR-SARمسیر 
ی سرطان ها تعدادی  کمی ازکه در  اشاره کرد FAR-B ژن می توان به های دخیل در این مسیر ژن از جمله
 )42(.می شودکولون دچار جهش 
این نشان داده شد  SAR-Kو  FAR-Bجهش در به سرطان کولون،  مبتلا انبا بررسی بیماردر مطالعه دیگری 
روند  رطان کولون و نقش این تغییرات دردر س ANDهایپرمتیلاسیون  با الگوی متفاوت تواندمی ها  جهش
 )52(.سرطان زایی در ارتباط باشند
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ی کولون مشاهده سرطان ها 16-17در%  81q12: فقدان یک ژن سرکوبگرسرطان در 3181q12حذف  -3
 : می شود. سه ژن در این ناحیه ازکروموزوم وجود دارد که عبارتند از
 .که در کارسینوم کولون حذف می شود. 41CCD  -
 که در کارسینوم پانکراس حذف می شود.  4DAMS/4CPD-
  2DAMS -
کانسرهای کولون گزارش شده است. با این حال فقدان  17-18در%  35PTازدست رفتن   35PTفقدان  -4
 )8(جهش در مراحل انتهایی کارسینوژنز کولون است.  نشان دهندهم غیر شایع می باشد که آدنواین ژن در 
 :51ANDمسئول ناهماهنگ شدن  ژن هایضایعات ژنتیکی در مسیردوم
 موارد اسپورادیک، مسیر دوم اتفاق می افتد. 11-51در%
 riaper hctamsim AND ژن هایناشی از غیر فعال شدن  ANDاولین رویداد در این مسیر، اختلال در ترمیم 
موجب کارسینوم کولون   seneG riapeR hctamsiM ANDژن 5می باشد. موتاسیون های ارثی در یکی از 
های  در پیش آگهی برای کانسرهای منشا گرفته از پولیپ و ) می شودCCPNHغیرپولیپتوزی ارثی(
 . هیپرپلاستیک نقش دارد
 :  ژن عبارتند از پنجاین 
 )62(.1SMP، 1HLM، 6HSM 2HSM، 2SMP
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 )91( کارسینوم-مآدنومدل خطی توالی  در سیر تکاملی سرطان کولورکتال: 2-1شکل
 
روز افزون مبتلایان به این بیماری در بالای سرطان کولورکتال و افزایش  "بنابراین با توجه به شیوع نسبتا
سال های اخیر بررسی های متعددی در خصوص چگونگی دخالت ژن ها در مسیر بروز این سرطان انجام گرفته 
 است.
مطالعات بسیاری جهت شناخت تغییرات مولکولی مهم درون سلول برای کسب آگاهی از رفتار بیولوژیک  
 تومورهای کولورکتال صورت پذیرفته است.
ه شناسایی مسیر های ژنتیکی و مارکرهای بیوشیمیایی موثر در بروز سرطان کولورکتال، توانسته است تاثیر ب لذا 






 رکتالکارسینوم کولو در پاتوژنز سرطاندخیل   سیگنالینگ های سلولی 1-3-1
 
 دنزهرگونه اختلال در روند طبیعی سیگنالینگ های سلولی که تکثیر و رشد و بقا نرمال یک سلول رابرهم ب
 باشد.  )تومورژنزیسروند تشکیل تومور(  آغازگر می تواند
 ،پاتوژنز درکه  شده در سیگنالینگ های عمده را یا مختل فاکتورهای مختل کننده و تحقیقات امروزی بررسی
 .مورد توجه قرار داده است قبل را بیش از نقش دارند و متاستاز سرطانپیشرفت 
بیانگر اثرگذاری این مسیرها بر  )klaT ssorC(درچند نقطه با یکدیگر ی سیگنالینگارتباط بین اجزای مسیرها
بودن سرطان نشانه وجود شبکه گسترده ای از اتفاقات در بروزیک  چند مرحله ای ،آن ها استبین  گفتگو هم  و
    )72(بدخیمی است.
تلیال روده و  ی اپیسلول ها پیش روندهچند مرحله ای از تکثیر  فرآیندکارسینوژنزیس کولون و رکتوم یک 
 .مکانیسم های بقای سلولی است تغییر  تمایز و
 
 مسیر: سهاز سیگنالینگ های مهم در پاتوژنز سرطان می توان به  
 میتوژن اکتیویتد سیگنالینگ  KPAM gnilangis yawhtap-1
  انوس کینازج KAJ- yawhtap gnilangis TATS-2
 آنژیوژنزیس sisenegoignA -3





 )92( سرطان کولورکتال درKPAM  میتوژن اکتیویتد سیگنالینگسیر : م3-1شکل
 
 
  KAJ-TATS gnilangis  yawhtap-2
 
 )92(   KPAM و مکان ارتباط با مسیر TATS-KAJ سیگنالینگسیرم :4-1شکل
 sisenegoignA -3
 




 yawhtap gnilangis KPAMسیگنالینگ میتوژن اکتیویتد پروتئین کیناز  2-3-1
 
پستانداران مسیرکینازی محافظت شده در (   KRE-KPAM )sesanik nietorp detavitca-negotiM مسیر
مهاجرت  ،تمایز،تکثیر  ،خارج سلولی پروسه های اساسی سلولی مانند رشد  سیگنال هایواسطه ه است که ب
 سلولی را کنترل می کند .آپوپتوزو
ی انسانی نقص سرطان هااز تمام  1/3بیشترین مسیر مورد مطالعه در پستانداران است که تقریبا در  KREمسیر 
 آن مشاهده و نقش ان در ایجاد فنوتایپ توموری واضح و معین شده است.
ش مراحل ابتدایی این مسیر و ناشی از عللی مانند افزای فعالیت پایدار علته ب اکثر نقایص مرتبط با ایجاد سرطان
اثرات اتوکراین  ،یون های مرتبط با رسپتور تیروزین کیناز سبیان رسپتور تیروزین کینازی فعال شدن موتا
 می باشد .  FARB و SRAKتاسیون های ژن راین لیگاند های فعال کننده و موپاراکو
 نقطه داغ تنظیمی است. به عنوانپیشنهاد کننده نقش این محور  FAR-SARفرکانس بالای موتاسیون در محور 
در انواع   SARKو موتاسیون می باشد سوئیچ کنترل بسیاری از مسیرها به عنوان SAR  esaPTG-پروتئین
و باعث  PTGمانع از هیدرولیز  16 و 31 ،21شیوع بالایی دارد. انواع موتاسیون ها در کدون های  سرطان ها
 می گردد. FARآن باعث فعال شدن عوامل پایین دست خود از جمله می شود که به دنبال  SARفعالیت دائم 
آن در تنظیم سیگنالینگ های نشاهنده نقش بسیار مهم و اساسی SAR تشکیلات خاص و جایگیری انکوژن 




 )23(ایجاد بدخیمیمراحل مختلف تغییرات گوناگون ژنتیکی در : 1-6شکل 
  همولوگ انکوژن ویروس سارکومای رات کرستینساختار ونقش  3-3-1
 SARK :V-iK-SARgolomoh enegocno lariv amocras tar netsriK 2 
 است . ) dliwنرمال (  SARK محصول پروتئینی ژناسیدی وخطی  آمینو  881پروتئین این نوکلئو
در این ژن مرحله ضروری موتاسیون .  نرمال نقش اساسی را ایفا می کند ی بافتسلول هادر سیگنالینگ این ژن 
و  esaPTGیک   SARKپروتئین  SARمی باشد مانند دیگر اعضای خانواده  سرطان هادر ایجاد بسیاری از 
-Cپرنیل در ناحیه باشد. این پروتئین از ناحیه ایزومهم و اولیه در بسیاری از مسیرهای سیگنالیگ می  بازیگر
 .  می کندکلید روشن و خاموش سیگنالینگ سلولی عمل  به عنوانو  به غشای سلولی متصل است  suonimreT
 )33(.می شود K3IPلازم برای فعالیت سیگنال رسپتور مثلا  پروتئین هایدر حالت روشن باعث فراخوانی 
 yawhtap gnilangis KPAM در RFGEمراحل انتقال پیام رشد توسط  4-3-1
  RFGEیمریزاسیون اد و FGEاتصال الف ) 
ی سلول هادالتون است که موجب تحریک رشد کیلو 6) پلی پپتیدی با وزن FGEفاکتور رشد اپیدرمی (  




، زیر واحدهای  RFGE) بهFGEی غیرفعال است. با اتصال لیگاند(آنزیماز نظر  این گیرنده در غیاب لیگاند 
 می شوند. و فعال یمریزهامونومری این گیرنده د
 اتوفسفریلاسیون تیروزین کینازی  و RFGEدایمریزاسیون   ب)
منجر به اتوفسفریلاسیون واحدهای ویژه تیروزین کیناز در قسمت  RFGEیمریزاسیون زیر واحدهای اد
 .  سیتوپلاسمی گیرنده می شود
انتهایی -Cباعث می شود که ناحیه  RFGEیمریزاسیون اواحد تیروزینی در این ناحیه فسفریله می شوند .دپنج 
. کیناز به تنهایی در یک ساختار فعال بدون  یک گیرنده به داخل جایگاه فعال کیناز مجاور آورده شود
برای پاسخ  "فسفریلاسیون قرار دارد و این نکته را روشن می سازد که چگونه این سیستم پیام رسانی مجددا
 دهی به حالت تعادل و موازنه در می آید.
  پروتئین G توسط  SARفعال سازی مولکول ج)
دیگر پروتئین  2HSاندازی برای دومین های عال شده به عنوان جایگاه های بارتیروزین کینازهای فسفریله وف
خود به واحدهای فسفوتیروزینی در تیروزین  2HSاز طریق دومین  2brGها عمل می کنند. بنابراین پروتئین 
آغاز  2-brGکینازها متصل شده و بدین ترتیب زنجیره واکنش ها با اتصال یک پروتئین کلیدی تنظیمی به نام 
 می گردد.
به نوبه خود، بخش پیوند  SOS.متصل می شود SOSبه فاکتور تبادل نوکلئوتید گوانین به نام  2brGسپس  
می کند و بدین  تعویض PTGمتصل به آن را با  PDGرا آزاد کرده و  SARپروتئینی به نام شونده نوکلئوتیدی 
است و بخش  G پروتئین های عضوی از رده پروتئین ها به نام که می گردد SARترتیب سبب فعال شدن 





  KPAMیکینازمسیر آبشاری پروتئین فعال آغاز کننده  SAR ه)
 متصل  FARدار به پروتئین های دیگری از جمله پروتئین کیناز  PTGفعال شده به شکل   SARفاکتور
صل شده و گروهی از پروتئین پرن به غشاء متق یک پیوند کووالانسی لیپید ایزونیز از طری FARفاکتور می شود. 
 را فعال می کند. KREو KEM) شامل sKPAMهای فعال کننده میتوژن (کیناز
خارج سلولی است که پس از فعال شدن به هسته رفته وتعدادی از فاکتور  سیگنال هایپاسخگو به  KREکیناز 
 )53, 43(.استسخ سلول به تکثیر، تهاجم و تمایز پا آن هاهای رونویسی را فعال می کند که نتیجه 
 
 
 )63(سرطانی  در تکثیر سلول موتانت SAR اثر: مکانیسم 7-1شکل 
 
  سرطان می انجامدنقص در مسیرهای انتقال پیام به  5-3-1
به حالات بیماری یا پاتولوژیک منتهی  می تواند ، پیام نقص در مسیرهای انتقالبه دلیل پیچیدگی این مسیرها، 
 پروتئین هایقص مشخص می گردد که با ن سلول هامناسب  نا رشد غیر قابل کنترل و به وسیلهشود. سرطان، 
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با اتصال به  که است   SARKاین پروتئین ها مهم ترینز جمله موثر در مسیرانتقال پیام ارتباط زیادی دارد. ا
 .می گرددتبدیل و خودش غیر فعال   PDG را به   PTGاتیک آنزیمو ایجاد فعالیت  PTG
اسید و جایگزینی یک نوکلئوتید خاص  آمینو) از جایگزینی یک  golomoh negocno SAR netsriK(پرتوانکوژن
 ایجاد و به حالت موتانت مبدل می شود.
 golomoh enegocno lariv amocras tar netsriK
  همولوگ انکوژن ویروس سارکومای رات کرستین: ساختار 8-1شکل   SARK)73(  
 در سرطان کولورکتال SARK  نقش  (  6-3-1
مطابق مسیر انتقال پیام شرح داده شده باعث راه اندازی سیگنال داخل سلولی می شود  SARKفعال شدن 
 منجر می شود. آپوپتوزتکثیر، تمایز، متاستاز وهای فرآیندکه در نهایت به پاسخ سلول به 
بافت های طبیعی و بدون بیماریزایی در فرآیندای است که موجب به گونه  آپوپتوزدرسلول طبیعی برآیند تکثیر و
 )83(.موجود زنده می شود
تنظیم کنندگی آن، منجر به  مکانیسم هایو از بین رفتن  SARKبا این وجود فعالیت غیر طبیعی در پروتئین 
  )93(.برنده های تومور می گردد یر پیشافزایش تکثیر در سلول وفعال کردن سا
ی سلول هاکه در اثر افزایش بیان این پروتئین بوجود می آید با پیشرفت  SARKفعالیت غیرطبیعی پروتئین 
 .همراه است  آن هاوافزایش بدخیمی در  توموری
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  SARK 81وتعداد نسخه های ژن 71، تقویت ژنی61جهش 7-3-1
ژن واقع در اگزون  16و جهش در کدون  2واقع در اگزون شماره  31و 21 های کدون ای درجهش نقطه 
 شایع است. کولوندر تومورهای  SARK کدکننده
 که تقویت این ژن نیز در سرطان کولورکتال اتفاق می افتد. العات نشان داده استهمچنین نتایج برخی از مط
داکتال کارسینوم پانکراس و ، کارسینوم ریهآدنو،این  تغییر پروتئینی باعث طیف زیادی از بدخیمی مانند
کوتانئوس سندرم شیو این ژن با سندرم نونان و کاردیوفاموتاسیون جرم لاین  می شود . سینوم روده بزرگکار
کانسر پانکراس و ، کانسر روده  ، موتاسیون های سوماتیک این ژن با میزان بسیار بالایی در لوکمی رد.ارتباط دا
اما  می شودمحدود شونده هیپرپلاستیک  باعث ضایعات خود و SAR-Kوجود دارد.موتاسیون اولیه کانسرریه 
 شد. موتاسیون قبلی رخ دهد اغلب موجب سرطان خواهدCPA چنانچه موتاسیون بعد یک 
و شایعترین موتاسیون آن جایگزینی آسپارتیک  21شایع ترین تغییرات نوکلئوتیدی در دومین نوکلئوتید کدون 
 )14(.می باشداسید با گلیسین 
درمانی در خصوص مهار  جدید های گرشرتبط با سرطان، موجب پیدایش نمسیرهای انتقال پیام م شناخت
ها از  ر بسیاری از سرطانرمانی دترین اهداف د از مهم هااین پروتئین  است. شده RFGEگیرنده های خانواده 
 .دنباش ریه و پانکراس می سرطان کولون،جمله 
) و مهار sbaMبادی های مونوکلونال ( آنتیبه دو صورت  RFGEدر حال حاضر ترکیبات مهار کننده خانواده 
 کننده های تیروزین کینازی وجود دارند.
 عمل  BBREبادی ها بر علیه دومین خارج سلولی رسپتور های  آنتیاین  بادی های مونوکلونال آنتی 
 بادی های زیر می باشند: آنتیمی کنند و شامل 
 )RFGE-itnAبادی های مهار کننده رسپتور های وابسته به لیگاند ( آنتی-1








خیم شامل سرطان های کولون، در درمان بسیاری از تومور های بدبادی ها نقش کلینیکی مهمی  آنتیاین نوع 
 نئوپلاسم های سر وگردن و کارسینوم های ریه ایفا می کنند. 
 bamixuteCبادی ها با مصرف داروی  آنتیبرای نخستین بار در سرطان کولون، فعالیت ضد توموری این نوع از 
باعث توقف ترتیب بر سر اتصال به گیرنده آن رقابت می کند و بدین  FGEبادی با  آنتیمشاهده شد. این 
ی سرطانی سلول هااز تکثیر بی رویه  ومهار سیگنال داخل سلولی شده و RFGEعدم فعالیت  فسفوریلاسیون و
  .جلوگیری می نماید
 این دسته از )2REH-itnAهای مهارکننده رسپتورهای غیر وابسته به لیگاند (بادی  آنتی-2
مانع از انتقال پیام به داخل  از فعالیت این پروتئین جلوگیری کرده و 2REHبادی ها با اتصال به گیرنده  آنتی 
 سلول می شوند. 
 
 )14(موتانت SARKدر درمان سرطان کولون  RFGE: شکست مهار کننده های ضد  9-1شکل
برای اتصال به دومین  )PTA(های تیروزین کینازی: این دسته از ترکیبات با آدنوزین تری فسفاتمهارکننده 
نازی در گیرنده مانع از برقراری سیگنال داخل سلولی ناشی گیرنده رقابت می کنند و با مهار فعالیت تیروزین کی
متصل می شود و در درمان سرطان کولون  RFGEاز فعالیت آن می شوند. یکی از انواع این مهارکننده ها که به 
 )24(نقش مهمی را ایفا می نماید است.
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  bamixuteCو  bamumutinaPموجب پیش آگهی خیلی ضعیف در پاسخ به درمان به  SAR-Kموتاسیون 
شماتیک  به طور 9-1شکل . شدخواهد  منتفی bamixutecمثل  )RFGE-itnA( به وسیلهدرمانی  ومی گردد
 )44, 34(.نحوه عدم مهار سیگنالینگ را در موارد موتانت  نشان می دهد 
 RFGEها یا داروهای مهارکننده  بادی آنتیامروزه حقیقی ترین روش ارزیابی پاسخ به درمان توسط مونوکلونال 
 .ی کولورکتال وجود داردسرطان ها% 15-13است که تقریبا در   SAR-Kتست بررسی موتاسیون 
پاسخ به  بیماری و روند سیرپیش گویی و پیش بینی کننده مهم در  بیولوژیکمارکریک  به عنوان SAR-K 
 )54(.کانسر کولون می باشددرمان در
 و هدایت سیگنال و فعال کننده نسخه برداری TATS-KAJ( )انوس کینازج سیگنالینگ 1-4-1
وجود آن دریک یک سیگنالینک حفاظت شده در پستانداران است و این امرحاکی ازضرورت  TATS-KAJمسیر 
سیتوکین  مانندعوامل مختلفی  به وسیلهو  از طریق رسپتور غشایی  3TATS/KAJمسیر .سلول نرمال می باشد
  . می گرددفعال  3TATSو در پی آن فسفوریلاسیون KAJ اتوفسفوریلاسیون باو  ها
 و بروز تمایز  ،  رشد ،  ایمنیعملکرد نقص  درنقش مهمی 3TATS/KAJ  های آنومالیدهد  میشواهد نشان 
مشابه با بسیاری از تومورهای بدخیم افزایش  در کولورکتال کانسر  3TATS-KAJ سیگنالینک .  انکوژنزیس دارد
 )64(سلولی ارتباط دارد.انتقال سیگنال در آنومالیبا  ی کانسر کولونسلول هاتکثیر و فنوتایپ مهاجم در 
معمول  به طور ،کانسر کولون دارد بروز نقش اساسی در  3TATS/KAJ/6-LIگ سیگنالینمسیر سیتوکینی 
 ،مهار کننده تومور مختلف  ژن های) و SAR،crSمکانیسم مولکولی ایجاد سرطان روده با بیان پروتوانکوژن های(
 )74(ارتباط دارد. و رسپتورهای سیتوکینی و فاکتور رشد اپیدرمی سیتوکین ها
   3TATS-KAJ سیگنالینک تنظیم  2-4-1
تنظیم گرهای این  بنابراین، دردامهمی نقش بیان نابجای این مسیر در بروز سرطان کولون  توجه به اینکهبا 




ه اعضای دیگری ب) و7-1( زااعضای فامیلی  8شامل  )"3 gnilangis enikotyc fo rosserppusهای ( پروتئین
 .هستند SICنام 
همان ) یا ISS( را کد می کند.) ISS(TATS القا شونده توسط TATS این ژن اعضای مهارکننده های  




 3SCOS   ساختار دومین های پروتئین  :11-1شکل 
 
 در کانسر کولون  TATS-KAJ سیگنالینگ 3-4-1
شدن این  روی فعال اکه ب مهارکننده) هستنداز تنظیم گرهای منفی ( 3-1SCOSاعضای   3TATS-KAJ درمسیر
نواع کانسرهای در ا3SCOS . مولکول بیشترین اثر مهاری را نشان میدهد ) 6-LI( 6مسیر از طریق اینترلوکین 
در این  3TATSکه این کاهش با افزایش  ردسل لاین های سرطان کاهش بیان دامرتبط با التهاب و همچنین 
د می شوآن باعث مهار  کیناز 2KAJبا اتصال به 3SCOS  ندهد. پروتئی ارتباط قوی را نشان می سلول ها
در کانسر  3SCOS ییرات اپی ژنتیکی در کاهش بیانناشی تغ ، متیلاسیون ANDهمچنین عوامل دیگری مانند 
   )84( .کولون نقش دارد
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  موجب ریه و کبد، مثل تومور پستان  هایی سرطان در  3SCOSعدم یا کاهش بیان  ، نشان دادهمطالعات 
 .می باشداین ژن  رکوبگرنقش تومور س نشاندهندهاین امر که  می شودتشکیل تومور در تسهیل 
شده  گزارشکولون نیزط با کانسرکولیتیس مرتبدر اولسراتیو  3SCOSهایپرمتیلاسیون پروموتور و کاهش بیان 
  )74(.است
و  αR6-LI رسپتور وسیله تنظیم بیانه ب (ژنزآنژیورگ زایی (یم های مشتق از پلی فنل در مهار ژراز طرفی دیگر 
و نحوه فعال  TATS-KAJاجزای مسیر  11-1شکل  )94(.باعث مهار کانسر کولون می شود 3SCOS پروتئین 
 .را نشان می دهد TATS-KAJ شدن و مهار شدن مسیر
و در نهایت کل مسیر  می کند را فعال  SAR مولکول  2brGبا فراخوانی آداپتور پروتئین   3TATSاکتورف
که یکی از شناخته شده ترین مسیرهای مرتبط با  yawhtapKPAM ((میتوژن اکتیویتد پروتئین کیناز
  .می کنداست را راه اندازی   3TATS-KAJ سیگنالینک 
با  KPAM وجود دارد.خصوصا سرطان کولون ،  ن های انسانیدربروز بسیاری از سرطا SARفعالیت دائم آبشار 
 PAG/SARبا مهار   3SCOS مولکول و کندمی را تقویت    3SCOS ژن از برداری نسخه‚ TATS فعال سازی
 )74( .می شود yawhtapKPAMمهار  باعث 021
و استفاده از  را تایید می کند رکتوم ن وکولو ایجاد بدخیمیدر  3TATS/KAJ/6-LIشواهد نقش اساسی مسیر 
های روش و ایجاد  بیماریزایی آنفهم بهتر مکانیسم مولکولی و  تواند اطلاعات مهمی جهتمی  هامهار کننده 
 )05(ایجاد کند. جدید درمانی 
دو  نقش اینمی شود متاستاز تومور  بقا و، رشد  موجب تومور آنژیوژنزیس یازایی  رگ کهبا توجه به این
 تومور کدر محیط هیپوکسی ریسک تهاجم عروقی در افزایشyawhtap KPAM ، TATS-KAJسیگنالینگ 





 )15(و نحوه فعال شدن و مهار شدن مسیر TATS-KAJاجزای مسیر  )11-1شکل 
 تعریف نورموکسی و هیپوکسی 1-5-1
عملکرد  برحسبی مختلف ن هااسطح نیاز به اکسیژن در بافت های مختلف ودر نواحی متفاوت و حتی در ارگ
هر  ایمقدار بهینه آن بر معین می شود  با تقاضابافت متناسب  تامین اکسیژن برای سلول و .ر است آن متغی
 سلول نورموکسی نام دارد. 
در سلول افزایش می یابد و این افزایش تقاضا  اکسیژندهد که تقاضا برای استفاده از  هیپوکسی هنگامی رخ می
منبع اکسیژن از میزان تقاضا کمتر است. ،  ه عبارت دیگرب .سترس سلول است دی در اکسیژنبیشتر از منبع 
ادر به تولید انرژی لازم برای اعمال حیاتی و پروسه های ضروری نخواهد سلول ق اکسیژنبدون منبع کافی سلول 
 خواهد شد. گ سلول بود و هیپوکسی باعث مر
 یکی هیپوکسیژعلل فیزیولوژیکی و پاتوفیزیولو 2-5-1
 آسیبژیکی مانند بیماری یا پاتوفیزیولو علل کی (ورزش طولانی) یاند ناشی از علل فیزیولوژیهیپوکسی می توا
و زایی  رگپروسه  موجبنشانه حیاتی  یکعنوان ه رخ دهد. هیپوکسی در طی تکامل و بدر سلول ایسکمیک 
 .می شود تکثیر سلول 
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 موضعیبیماریهای نئوپلاستیک که با تکثیر سریع سلولی و غیر متناسب با رشد عروق می باشد باعث هیپوکسی 
یک فاکتور مهار کننده رشد تومور و می تواند به عنوان هیپوکسی همچنین  در تومورهای جامد می گردد.
 تغییرات سازشی برای ادامه رشد عمل کند. 
 فاکتورهای محرک هیپوکسی  3-5-1
و تغییرات سازشی  در  )هموستازتعادل (برقراری دار بدن قادر به حس کاهش اکسیژن و ی هسته سلول هاتمام 
تنظیمی  ژن هایتعداد زیاد  ، سلول در مقابل هیپوکسی  ازشیسهای پاسخ  روند در .مقابل هیپوکسی هستند 
هیپوکسی  فاکتورهای تحریک کننده افزایشطور برجسته باه ب ک بوده وژنومیغالبا . این پاسخ هستنددخیل 
 واسطه گری می شود.  هیپوکسیبیان شونده در پاسخ به  ژن هایفاکتورهای نسخه برداری از ،  )sFIH(
از اعضای هلیکس لوپ هلیکس  و همسان با فاکتورهای نسخه برداری و برای  sFIHدو زیر واحد هترودایمری 
به وکربن است و هیدرریل رسپتور آناقل  FIHزیر واحد بتا فاکتور  .و دایمریزاسیون اهمیت دارند ANDاتصال به 
 .  گردد لفا وابسته به اکسیژن بیان میآزیرواحد  در حالیکه پایدار در پروتئین هسته بیان می شود صورت
تغییر بیان ژن های  وجبو م دهند را تشکیل مینسخه برداری مجموعه ، این دو زیر واحد در حالت عملکردی 
 . هستندتنظیم اکسیژن سلولی 
تا احد بوو با زیر  می شود به هسته منتقل خود با دریافت سیگنال به شکل پایدار وفعال FIHدر زمان هیپوکسی 
 متصل می گردد.) ERH(  ANDروی عناصر پاسخ دهنده به هیپوکسی بر  و به در آمده دایمربه صورت 
واتور یو با اتصال به نواحی ترانس اکتمی شوند دیگری به محل فراخوانی  )کواکتیور کمک فعالگرهای (در ادامه 
 .کنند می دابتدایی از کمپلکس آغازین را ایجا شکل
 دو اتصالبا FIH مولکول lanimreT-N ، و lanimreT-Cدومین ترانس اکتیواتور در دو ناحیه رسد  نظر میه ب 
 هترودایمر کامل فعال می شود . ددایمر بتا و ایجا مونو




 aixopyH-)sFIH( srotcaf elbicudni  هدف فاکتور القا کننده هیپوکسی  ژن های 4-5-1
 ، پوئزیس اریترو ، وازودیلاسیون  ، ژنزیس آنژیوتلف سلولی مانند خدر پروسه های م FIHهدف  ژن های 
  و بیش از  ))FGEV فاکتور رشد اپیدرم عروقو ژنیک آنژیوپرو هایفاکتور. دارند  نقش سلولی آپوپتوزو متابولیسم
در زایی  رگعروق و  تشکیل جبومبا تحریک رشد اندوتلیال عروقی  OPE((ژن دیگر از جمله اریتروپوئتین  17
 . نواحی هیپوکسیک می شود
 1-HIF ro )1-HIF( 1-FIH gnitibihni rotcaF:    "1FIHفاکتور مهارکننده " )5-5-1
 .در موش و انسان و رات می باشد   "حفاظت شده"یک پروتئین  1HIFبه عبارت ساده تر یا  NA1FIH 
 .آن است فیزیولوژیکو  بنیادی نقش نشان دهنده، نقش این مولکول در تمایز جنینی قلب  
ویژه در ارتباط با کمک به  به طورمی باشد  "1FIHآسپارژیل هیدروکسیلاز مهار کننده  "این فاکتور که نوعی 
: ساختار 21-1شکل، های نئوپلاستیک اهمیت دارد بیماری پیشرفت و متاستاز  عدم، مهار رگ زایی(آنژیوژنز)  
 .را نشان می دهد 1HIFدومین های پروتئین 
 





  FIHو پرولیل هیدروکسیلازها در ناپایداری  آسپاراژیلنقش  6-5-1
 سرعت تخریب می شود. ه در شرایط نورموکسی بو، پایدار استو ثابت  سلول هادر  FIHبیان  
وابسته  ومرکزی  در دومین) )esalyxorduh lylorpهیدروکسیلاسیون پرولیل  سطهاه وبفیزیولوژیک این تخریب 
). sHPH(  esalyxordyh lylprp yxordyHپرولیل هیدروکسیلاز ها رخ می دهد و آسپاراژیل توسطبه اکسیژن 
 شوند.  می sFIHتخریب  م سلول موجبوزوتئوپردر ، یشنوئیتینکهیدروکسیلازها با مکانیسم یوبی آسپاراژیل 
بی کوئیتین می تواند با اتصال به با شناسایی اجزای لیگاز یو )LHV( ل لیندائوپتومور ساپرسور ون هی
 . گردد آن باعث تسهیل پلی یوبی کوئیتینیشن و تخریبوهیدروکسی آسپاراژیل  هیدروکسی پرولین
ارتباط  آن هاهیدروکسیلازها برای فعالیت خود به اکسیژن نیاز دارند کاهش اکسیژن با کاهش فعالیت  از آنجا که
کمپلکس را فعال اتصال به زیرواحد بتا  و بامی کند از تخریب گریخته و به هسته مهاجرت FIH و این زمان  رددا
 داری را شروع می نماید. نسخه برو 
 موجب هیدروکسیلازهااین درون میتوکندری با تغییر فعالیت (  SOR (گر اکسید واکنشسوپر ملکول های
(کواکتیواتورهای نسخه  003P/PBCکمپلکس اتصال د. در شرایط نورموکسی نمی گرددرون هسته   FIHپایداری
 . می شودهیدروکسیله و مهار  ،) DAC( lanimreT-c فعال سازیدومین با برداری) 
فاکتور مهارکننده "یا  "1FIHآسپارژیل هیدروکسیلاز مهار کننده  "فاکتور به واسطهاین هیدروکسیلاسیون 
و   1HIF: نقش 31-1شکل صورت می گیرد. 1-HIFعبارتی ه ) یا ب1-HIF( 1FIH gnitibihnI rotcaF "1FIH
 )35( را نشان می دهد. در شرایط هیپوکسی FIHدیگر مهار کننده های 
 هم شهرت دارد.  "سوئیچ هیپوکسیک " مولکول به دلیل فعالیت آسپارژیل هیدروکسیلازی به 1-HIF
نیاز دارد و در شرایط نورموکسی با هیدروکسیلاسیون  اکسیژنبرای فعالیت به  sDHPاین فاکتور نیز مانند 
 1-HIFفعالیت  کاهش موجباکسیژن  مبودجلوگیری می کند. ک 003P/PBCاز اتصال آن به کواکتیواتور  1FIH




 )35(در شرایط هیپوکسی FIHو دیگر مهار کننده های   1HIF: نقش 31-1شکل
 1HIF(( 1-HIFجایگاه سلولی و ساختار 7-5-1
در حالت نورموکسی غالبا در سیتوپلاسم دیده .  می شوددر طیف وسیعی از بافتهای انسانی بیان  1-HIFفاکتور 
ه به از اکسیژنازهای وابست 1-HIFفاکتور  Xمی شود. از لحاظ ساختاری در مطالعات کریستالوگرافی اشعه 
همودایمر قادر به شناسایی سوبسترا و فعالیت کاتالیتیکی است و در شکل  این مولکول . اگزوگلوتارات است
 می گردد.  توسط آنمانع از هیدروکسیلاسیون  1FIH DACحذف 
گر های  نقش حس وثر کاتالیتیکی همراه است ی در سلول با کاهش ااکسیژنغلظت  هر گونه تغییرات کاهش
و در شرایط هیپوکسی شدید رخ  1-HIFدرکاهش فعالیت  1FIHاکسیژن سلولی را ایفا می کند. حداکثر فعالیت 
 می دهد. 
ودر نتیجه افزایش  1FIHبا افزایش  1-HIFژن  ANRisکسیک کاربرد در تجربیات سلولی در شرایط هیپو
را در   FGEVژن  ANRm کاهش بیان  ، 1-HIFان وبرعکس با افزایش بیاست همراه بوده  FGEVژن  ANRm
در سطح نسخه برداری در شرایط کاهش سطح  1-HIFدهنده اثر مهاری  نشانشواهد این  .ه است پی داشت




 در سلول 1-HIFانواع تنظیم  8-5-1
 siCرسد با اتصال به عناصر  نظر میه ب : )δ-CKP(گاما  Cپروتئین کیناز  به وسیله 1-HIFتنظیم پروموتور  -1
) با کاهش CCRی کلیه (سلول هاکارسینومای آدنو. در می گردد 1-HIFپروموتور مانع از نسخه برداری 
هدف  ژن هایبیان  1-HIFمهار نسخه برداری  و Cتوسط پروتئین کیناز با فسفریلاسیون پروموتور LHVونقص
 .بدخیمی می شود وخامت موجب فعال شده و  1FIH
 است.بررسی و تائید شده  ))CCSNHگردندر کارسینومای سرو 13-Rimمیکروارنا  به وسیلهتنظیم  -2
مانند  تومورزاییخصوصیان  آنو افزایش اکتوپیک  ردنقش دا 1-HIF ANRmدر کاهش  13-Rim میکروارنا 
در سایر بدخیمی ها مانند کانسر کولون و 13-Rimافزایش  .پرولیفراسیون و مهاجرت سلولی را افزایش می دهد
 کارسینوم زبان نیز گزارش شده است.
با  یرقابت به طور نیتریک اکسید .مهاری است مستقیم و ))ONتوسط نیتریک اکسید  1-HIFتنظیم بیان  -3
 .می شود 1-HIFنیتروزیلاسیون  موجب آنزیماکسیژن دراتصال به آهن دو ظرفیتی سایت فعال 
) استفاده )PMAcدر طی هیدروکسیلاسیون از واسطه های تری کربوکسیلیک اسید حلقوی)  1-HIF( مولکول -4
 .می گرددتوسط سوکسینات و فومارات تنظیم می کند و 
این فاکتور افزایش  موجب PMM-1TMپروتئینازهای غشایی مانند تحت سلولی به وسیله متالو  1-HIFتنظیم  -5
 .می شوداطراف هسته ای در 
 در تومور های جامد 1-HIF نقش 9-5-1
تومورهای در  نقش هیپوکسی و FIHمسیر  را با عواقب ناشی از عدم مهار می توانرا  1-HIFاهمیت فاکتور 
 نمود: هیتوج جامد
این تغییرات با تاثیر بر تکثیر  .تیکی یک اصل پذیرفته شده در پیدایش تومورهای جامد استژنتجمع تغییرات 
شبکه عروق  افزایشبا سلولی رشد سریع  ی توموری می شود.سلول هاسریع جمعیت ت و بقا سلول ، موجب رشد
 . هماهنگ نیستتومورهای جامد  نواحی هیپوکسیک
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% 16-15های حساس به اکسیژن دیده شده نواحی هیپوکسیک الکترود به وسیلهسیژن بافت توموری ارزیابی اک
 .ارتباط دارد  تومور ی بودن فنوتیپمتومورهای جامد را تشکیل می دهد که این مناطق هیپوکسیک با تهاج
 می دهند. درمانی مقاومت نشان شیمی  والبته این گونه بافت ها نسبت به رادیوتراپی 
 تیک برای اکسیژن رسانی و افزایش سیتوتوکسیتیو عوامل کموتراپیو یسم های مختلفمکاناستفاده از با مروزه ا
 .  می شوداستفاده  سلول
 به عنوان زیستی .این نشانگران می شود افزایش مقاومت به کموتراپی و رادیو تراپی یونیز موجب FIHمولکول
 شناخته شده است.  ها بدخیمیدر بسیاری از  تومورگهی دهنده مرتبط با فنوتیپ تهاجمی آپیش 
و کلیه  انتخمد ،معده ،مغز ،پانکراس  ،کولون،مثانه ،ریه ،پوست  ،واع بدخیمی ها مانند پستانندر ا FIHافزایش 
 ،مغز  ،تخمدان ،پستان  ی انسانی از جملهسرطان هاگهی ضعیف در انواع با پیش آ. همچنین  گزارش شده است
 مهار رشد تومور می گردد. موجب FIHارتباط دارد و نقص  کولونسرویکس و 
است که می تواند نسبت به تغییرات ریز محیطی داخل تومور  بدخیماز مسیرهای اصلی در سلول  FIHمسیر  
 مورد نیاز برای سرطان زایی را فعال کند. ژن هایسازش پیدا کرده و نسخه برداری از 
سلول حساس بودن این محدود و خود افزایی سیگنالهای رشد و غیررشد ناها  طانفنوتایپ و نشانه اصلی این سر 
 می باشد.ژنزیس و متاستاز آنژیو ،کولیز یافزایش گل ، آپوپتوزمهار ،ضد تکثیر  سیگنال هایبه  ها
ی هااند از بیان فاکتور) با کنترل و تنظیم منفی مسیر هیپوکسی در تومور می تو1-HIFیا ( FIHمهارگر فاکتور 
  و در نتیجه رشد و متاستاز تومور جلوگیری کند.پروآنژیوژنیک 
مانند پروتئین  α1FIHارزیابی میزان بیان فاکتورهای مرتبط با  ، α1FIHعلاوه بر مهار  می رسدنظر ه بنابراین ب
در  1HIF فاکتور) یا  tinubus gnitibihni 1 rotcaf elbicudni yxopyH α( NΑ1FIHنام ه گرآن بهای مهار





 ی انسانیسرطان ها انواعدر 1-HIFبیان فاکتور الگوی  11-5-1
 .محدود به تحقیقات مختصر و پراکنده است 1-HIFامروزه دانش ما در مورد بیان 
 توالی بیان شونده اطلاعات مربوط به سپس ،شناخته شد FIHیک پروتئین مرتبط با  به عنوان 1-HIFابتدا 
لنف  ،قلب  ،ماهیچه ،مغز سلول هادر طیف وسیعی از 1-HIF ،داد  نشان )gaT decneuqeS noisserpxE(
  )65(کولون و غیره نیز بیان می شود. ،پستان ،پروستات ،تخمدان ،
م و سرطانی بررسی در بافت های سال،1-HIF  فاکتوربادی های ضد  آنتیلونال مونوکتوسط  1-HIFبیان فاکتور 
  .استشده 
در کارسینوم کلیه نسبت  1-HIFبیان اگر چه  که دادنشان با بافت نرمال  ))CCRکارسینوم کلیه مقایسه  مطالعه
 FIHفعالیت هیدروکسیلازی آن برروی  1-HIF بیان با وجود افزایش اما ، داشتافت سالم کلیه افزایش نشان به ب
وابسته به  یآنزیم اکسیژن فعالیت فشار کاهشدر پی  بود زیرا تومورهیپوکسیک  شرایطز ناشی ا که کامل نبود 
 )75(.شده بود کم   1-HIFاکسیژن
 قرارگیری هم نیز آن وسلولی  وتوزیعتغییر در پراکندگی  و 1-HIFبیان تحت سلولی فاکتور  ،در سرطان پستان 
  .شناخته شده استمهم  فاکتور در هسته یکستراهایش بزمان آن با سو
شاهده % بافت سرطانی م18در بیش از را 1-HIF مهاجم سرطان پستان برروی در مطالعه خود تان وهمکارانش 
% تنها در سیتوپلاسم و یا 41% و 81% موارد هم در هسته و هم در سیتوپلاسم مثبت است وموارد 84در  ،کردند
  تنظیمی است. پدیده جابجایی بین هسته و سیتوپلاسم یکو هسته  منحصرا مثبت بود
کاهش   9ACژن بیان انکوو  ی توموریسلول ها 1-HIFبیان هسته ای فاکتور  بالادرجه تمایز در تومور هایی با 
 .بیماران ارتباط داشت طول عمر احتمال با افزایش ویافته بود 
بیشتر  9AC انکوژن بیانو از هسته خارج شده بود  1-HIFفاکتور درجه تمایز کم  در تومور هایی با بر عکس 
 .نیز افزایش داشت  آن هاو شیوع عود بیماری در  دوب
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خامت شدت ووکاهش  FIHموجب کاهش نسخه برداری از  1-HIFبیان هسته ای  می رسد به نظربنابراین 
  ای بیشتر است. خارج هستهبیان  در تومورتهاجمی شدن احتمال  بنابراین شودتومور می 
علت افزایش به  ، شتندرا دااز هسته  1-HIFموثر بر خروج  ژنی های موتاسیونانواعی از  کهی سرطانی سلول ها
  )85(بودند.تهاجمی تر  FIHهدف فاکتور ژن هایبیان 
 مروری بر مطالعات گذشته 1-6-1
 به صورتها  در اغلب نمونهی بزرگ ریه سلول هادر سرطان  1-HIFبیان فاکتور  نشان می دهد شواهد
 )95( ای از خود نشان دادند. بود و تعدادکمی از تومورها رنگ آمیزی واضح هسته سیتوپلاسمیک 
با وخامت و متاستاز  1-HIFقرارگیری سیتوپلاسمی  ))AEP در تومور اندوکرین پانکراسبرخلاف تومور کلیه 
  )16(تومورهای پانکراس ارتباط داشت.
تومور های شکست و عدم موفقیت در رادیوتراپی و شیمی درمانی  از عللهیپوکسی (کاهش فشار اکسیژن) یکی 
  )26, 16(. جامد می باشد
در فراخوانی هیستون داستیلازها و در نتیجه  ))LHVبا سرکوبگر تومور )FIH gnitibihni rotcaf( 1HIFهمراهی
که در  می گرددتخریب آن  غیرفعال شدن و موجبو  می شود ANDبه کواکتیواتور های  FIHمهار اتصال 
 )65(شوند. نیز مهار می نیک فاکتورهاژمانند پروآنژیو  FIHهدف  ژن هاینتیجه کلیه 
 مانیاز هدف های نوین درط با آن پروتئین های مرتبتنظیم  وα1FIH  ی فاکتوراکننده ه مهار از استفاده امروزه
 زایی رگالقا نیز دارویی و هایمقاومت ،  α1FIHبا مهار است بررسی ها نشان داده  ،شمار می آینده بسرطان 
 )36(نیز مهار می شود. کانسر پروستات وگلیوما  ، در کانسر کولون  (ژنزآنژیو (
و هیپوکسی در ایجاد مقاومت به درمان و   SARKوجود موتاسیون ژن  در تحقیقات مربوط به کانسر کولون
عنوان مارکرهای پیش ه ب SARKموتاسیون  ،  هم شباهت دارند بیمار به کم طول عمررفتار تهاجمی تومور و 
  )34(دهنده بیماری است. آگهی 
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و   α1FIH به واسطه ژنزآنژیوافزایش ، α1FIH موتاسیون ژن و  SARKارتباط بین انکوژن ، کانسر کولوندر 
 )46(.شده استی گزارش بیمارپیش آگهی ضعیف 
در اولسراتیو کولیتیس مرتبط با کانسر کولون نیز مطالعه و   3SCOSهایپرمتیلاسیون پروموتور و کاهش بیان 
   و کندمی را تقویت  3SCOS ژن برداری ازنسخه  ،  TATSبا فعال سازی KPAM مسیر  ،تائید شده است
 )15(.می شود yawhtapKPAMمهار  موجب 021 PAG/SARبا مهار   3SCOS
میتوژن فعال شده توسط پروتئین کیناز  ،انواع مسیرهای سیگنالینگ ازجمله ) klat ssorcرغم ارتباط (  علی
 و بیان  NA1FIHبیان پروتئین  اما تاکنون میزان ،sisenegoignAو  TATS-KAJ سیگنالینگ دو با) )KPAM
غیر  SARK ومقایسه با تومورهای  SARKموتاسیون  انسان واجد کارسینومای کولونآدنودر بیماری 3SCOS
 .است مطالعه ای صورت نگرفته ( وحشیموتانت (
دارای موتاسیون     در سرطان کولون 1-HIFو میزان بیان ژن و پروتئین  الگوی توزیع سلولیتاکنون در ایران 
و در فهم هرچه بهتر است ارزشمند ،این بررسی در نوع خود نوین صورت نگرفته است بنابراین بررسی sarK
 دارد.بسیار  این مولکول اهمیتنقش فیزیولوژیکی و پاتوفیزیولوژیکی 
 به روش پایروسکوئنسینگ آن موتاسیون و ژنوتایپینگ  SARKموتاسیون آنالیز، ن منظور در این پروژهمیه به
 و بیان مولکولی 1-HIF بیان بافتی و مولکولی فاکتور الگوی بر  SARKنقش موتاسیون انکوژن انجام شد. 
 وقرار گرفت نومای کولورکتال مورد بررسی کارسیآدنودر بیماران   TATS-KAJ((مهار گر مسیر   3SCOS
نشانگر عنوان ه ب ژن فوق دو بیان میزان با پارامترهای کلینیکوپاتولوژیک وSARK ارتباط بین موتاسیون 







 ):SISEHTOPYH & EVITCEJBOاهداف وفرضیات (
 ):evitcejbO lareneGاصلی طرح (هدف -الف
پیش  مارکربیو  به عنوان NA1FIH ژن وارزیابی بافتی پروتئین تعیین میزان بیانو SARKآنالیز موتاسیون 
 انسانی آگهی دهنده احتمالی آدنوکارسینومای کولورکتال 
 :sevitcejbO cificepS(اهداف فرعی (-ب
 در آدنوکارسینومای کولون sarK انکوژن آنالیز-1
 در آدنوکارسینومای کولون NA1FIHبررسی مقدار بیان ژن -2
  در آدنوکارسینومای کولون NA1FIH پروتئینبررسی بیان -3
 در آدنوکارسینومای کولون 3SCOS   بررسی مقدار بیان ژن -4
 sevitcejbO deilppA(:           اهداف کاربردی (-ج
 citsongorpپیش آگهی دهنده ( بیولوژیکمارکر به عنوان 3SCOS   و  NA1FIHو sarkاز استفاده-1
 )rekram lacigoloib
 ralucelomطبقه بندی مولکولی آدنوکارسینوم کولوندر  3SCOS   و  NA1FIHو sark از استفاده -2
 ))noitacifissalc
 
 ) یا سؤال های پژوهش:sisehtopyHفرضیه ها (-د
 ؟متفاوت است tw sark و tum sark در بیماران آدنوکارسینومای کولون NA1FIHان بیان ژن میزآیا  -1
 ؟متفاوت است tw sark و tum sark در بیماران آدنوکارسینومای کولون NA1FIHآیا بیان پروتئین بافتی -2












 :استفادهدستگاه ها و وسایل مورد 1-1-2
 هود میکروبیولوژی )1
 وفوژ یخچال دارفسانتری )2
 سانتیگراد ءدرجه -17فریزر  )3
 سانتیگراد ءدرجه -12فریزر  )4
 سانتیگراد ءدرجه 4یخچال  )5
 میلی لیتری 1.5، 1.6، 1.2 بمیکروتیو )6
 میلی لیتری) 15 ، 51لوله فالکون ( )7
 سمپلر اتوکلاوشدهسرنگ  )8
 میکروسانتریوفوژ یخچال دار )9
 دستگاه ترموسایکلر )11
 دستگاه الکتروفورزعمودی )11
 دستگاه ترموبلاک )21
 دستگاه شیکر تایمردار )31
 دستگاه همزن مغناطیسی  )41
 ) lµ 1111تا 111 ، l lµ11تا  11، l lµ 1 تا 1.5سمپلرمتغیر ( )51
 ای آزمایش و جالوله ءلوله )61
 eerf esaNRسرسمپلر )71
 اتوکلاودستگاه   )81
 RCPتیوپ  )91
 5.1و   5.0تیوپ اپندروف  )12
 16
 
 gnicneuqes oryP  عددی  42) پلیت 12
 نوری) میکروسکوپ 22
 شانه ) وyarT) سینی ژل (32
 ) ترازوی دیجیتال 42
 noitatnemucod leG) دستگاه ثبت نتایج ژل الکتروفورز 52
 rotanimullisnarT-VU   ) دستگاه تابنده اشعه ماورابنفش62
 شرکت ترموساینتیفیکretemotohportcepS 0001-DN   ))pordonaN) دستگاه 72
 EHCOR 084 relcyC thgiL emit laeR) دستگاه 82
 emit laeR) پوشش اپتیکال پلیت 92
 emit laeRخانه ای مخصوص  69) پلیت 13 
 emit laeRافزارآنالیز نتایج  ) کامپیوتر و نرم13
 gnicneuqesorypافزارآنالیز نتایج  ) کامپیوتر و نرم23
 DI 69Q kraM oryPnegaiQoryP کیاژن 42Qدستگاه پایروسکوئنسینگ ) 33
 ylppus rewop) دستگاه تامین کننده برق 43
 ) اسلاید ایمنوهیستوشیمی53
 ) مایکرو فر63
 ) جار مر طوب73






2-1-2  دروم یاه لولحم و داومهدافتسا 
1)  لولحمPBS 
2)  لناتا71 هجرد 
3) تسدارف یاهرمیارپ(( Forward تسدورف و Reverse)) 
4)  تیکصیلخت QIAamp DNA mini Kit (FFPE)  نژایک تکرش 
5)  تیک صیلختRNA  تیک طسوتRNasy FFPE Kit QIAgen 
6)  میزنآHigh-Capasity cDNA Reverse Transcription Kits  تکرشABI 
7) نیرگ ربیاس تیک RealTimePCR QuantiNovaTM Sybr® Green PCR Kit  
8) یتنآ دابی  دض رب )( ab92498 HIF1AN،RabMAb®) 
9) راگآ- راگآ 
11)   رفابTAE 
11)  Gel loading Dye (Fermentase) 
12)  DNA Ladder 100 bp plus  تکرشGENE ON 
13)  دیامرب مویدیتا 
14) نلیسکوتامه نیزوئا گنر 
15)   لولیزگلکلا 
16)  رطقم بآ لیرتسا 
17)  لناتا لکلا 
18)   رگ راکشآ متسیس EnVisionTM +dual link system-HRP، (Dako) 




  tiK eussiT EPFF AND pmaAIQ از بلوک فیکس شده با فرمالین ANDتخلیص  )2-2
 
 درون تیوپ٬داده شدبرش میکروتوم دستگاه توسط  پارافینهبلوک از  میکرومتر 5 -11ابعاد پارافین زدایی :  -1
 21 - 52دقیقه در دمای  2و سپس  مخلوطثانیه  11به مدت) enelyxزایلن (lm1 باو  گرفتقرار  5,1 lm 
 شد.سانتریفوژ 11141 با دور سانتیگراددرجه 
 شد. تخلیه کاملسمپلر  به وسیلهمایع رویی (زایلن)  -2
 شد. اضافه 11141 دقیقه سانتریفوژ2 و  مخلوطثانیه  11) و سپس kcreM% (111اتانل  lm1 -3
 شد. تخلیه کامل دقیقه 11 به مدت  سانتیگراددرجه  73اتانل وقرار دادن تیوپ حاوی بافت در  -4
    میکرولیتر  12 به همراه) reffuB LTAمیکرولیتر از بافر هضم کننده (181: لیز کردن بافت -5
 .شد xetrov آرامیبه تیوپ حاوی بافت اضافه و به  K esaniatorp
درجه 09وسپس در سانتیگراددرجه  65سپس دو مرحله شرایط دمایی بر روی ترمومیکسر ابتدا در  -6
 گرفت.ساعت قرار یک به مدتهر کدام  سانتیگراد
 شد.سانتریفوژ  دقیقه 1 به مدت 11141در دور سپس -7
) به تیوپ حاوی بافت kcreM% (111اتانل  میکرولیتر 112به همراه) reffuB LAمیکرولیتر از بافر (112  -8
 شد. xetrov آرامیاضافه و به 
 و منتقل شد. جداسازی محلول لیزات به ستون حاوی فیلتر مخصوص موجود در کیت -9
 شد.سانتریفوژ 1118دقیقه در دور 1سپس  -11
 شد.میکس  آرامیاضافه و به  1WAمیکرولیتر از بافر 115درب دار منتقل و 2 lmستون به تیوپ  -11
 شد.سانتریفوژ  1118در دور  آن رادقیقه 1سپس  -21
  شد. مخلوطو  اضافه را 2WAمیکرولیتر از بافر 115درب دار منتقل و 2 lmدوباره ستون را به تیوپ  -31
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 شد.سانتریفوژ  1118دقیقه در دور 1 -41
 شد.سانتریفوژ  11141 دقیقه در دور 3سپس  -51
 شد.ه اضاف AETمیکرولیتر از بافر 111وشد درب دار منتقل  5,1 lmستون به تیوپ  -61
 انکوبه شد.در دمای اتاق دقیقه  1-5به مدت تیوب میکرو -71
 شد.سانتریفوژ  11141دقیقه در دور  1سپس  -81
 gnisneuqesoryP    پایرووسکوئنسینگ)3-2
 .روش های مطالعه سیستم های بیولوژیکی است  مهم ترینیکی از  ANDتوالی یابی 
 7791این روش در سال ٬داکسی نوکلئیک اسید می باشدشایع ترین روش آن تکنولوژی خاتمه زنجیره با دای 
 .توسط آقای سانجر و همکارانش بیان شد
یک روش پیشرفته جهت  به عنوان سکوئنسینگ راهمکارانش روش پایرورونقی و مصطفی آقای  6991در سال 
 اسیدهای نوکلئیک معرفی نمودند. توالی یابی و تشخیص جزئیات
 PTAتوسط PTAبه  iPPیآنزیمبا تبدیل  ANDیرو فسفات از پلیمریزاسیون دنبال آزادی په در این روش ب
 می گرددسولفوریلاز وسپس با تبدیل لوسیفرین به اکسی لوسی فرین تحت اثر لوسیفراز باعث ایجاد نور مرئی 
 وچون اسید نوکلئیک اضافه شده در این مرحله معین است بنابراین توالی رشته الگو نیز معین خواهد شد.
مطالعات  ، ))sPNSاز جمله ژنوتایپینگ پلی مورفیسم های تک نوکلئو تیدیاین روش در مطالعات بسیاری 
 ژن هایتوالی یابی مجدد ،ها  ها و ویروس تایپینگ میکروبی قارچ ها باکتری،شیوع اللی در جمعیت های بزرگ
های  انسان ومطالعات ژنکتابخانه ژنومی  ANDc وتوالی یابی ژن 35Pوتوالی یابی مجدد وکمی ژن  ها بیماری




 نمای شماتیک از روش پایروسکوئنسینگشکل ) 1-2
 tik oryP  SARKمعرف های از  استفادهبا   SARKتکثیر اولیه از ژن  )1-3-2
 به وسیله ANDنمونه تخلیص شده   ،نمونه بافت بیمار توسط کیت تخلیص  ANDبعد از ایزولاسیون  
 .یت تکثیر می شودهای موجود در کاز پرایمر استفادهبا  16و 31٬21پرایمرهای اختصاصی کدون 
همین جهت قطعات ه )  بوده و بdetanytoiBدر این مرحله بیوتینه ( استفادهمورد   ))esreveRفرودستپرایمر
 .حاصل از تکثیر با آن نیز مارکر بیوتین خواهند داشت 
 
 
 نمای نحوه اتصال پرایمر های فرادست و فرودست بیوتنیله شکل ) 2-2




2-1 ) رد زاین دروم ریداقم لودجPCR  نوکیلپمآ ریثکت(KRAS 12 13 or 61 ( 
Volume Reagent 
12.5 µl PyroMark PCR Master Mix، 2x 
2.5 µl CoralLoad Concentrate، 10x 
1µl PCR Primer KRAS 12/13 or 
PCR Primer KRAS 61 
4µl Water (supplied) 
2-10  ng/μl DNA 
25 µl Total Volume 
 
 
2-2 ) همانرب دروم ریداقم لودجPCR ( نوکیلپمآ ریثکتKRAS 12 13 or 61  ( 
 
Temperture Time Reaction 
95
°C 




20 Sec Denaturation 
53
°C 
30 Sec Annealing 
72
°C 
20 Sec Extension 
 42 Number of cycles 
72
°C
 15 Min Final extension: 
 




 های استراپتاویدین سفارز با کارایی بالاآمپلیکون های حاوی بیوتین به بیداتصال ) 2-3-2
 
 استراپتاویدینهای به بید ANDجدول مواد و محلول مورد نیاز جهت  اتصال ) 3-2
 tnenopmoC emuloV
 ecnamrofreP hgiH esorahpeS nidivatpertS lµ 2
 reffuB gnidniB kraMoryP lµ 14
 )deilppus( retaW lµ82
 emulov latoT lµ17
 
 
از    میکرولیتر11اضافه و  RCPخانه ای  42را در هر چاهک از پلیت  xim retsaMمیکرولیتر از  17مقدار 
 21-52 C°دقیقه بر روی ترمومیکسر 11و مدت  آن پوشانده شدتینیله اضافه کرده و درب بیو RCPمحصول  
 متصل شود.بیوتینه به انتهای قطعات آمپلیکون   sdaeBتا  داده شدقرار  11410با دور  سانتیگراددرجه 
 
 ها جهت پایرو سکوئنسینگ ساز محلول آماده )3-3-2
 .شد سازی رقیقول شستشو ظیم و محلتن سانتیگراددرجه  18کسر را روی مومیتراین مرحله باید  در
 hsaW kraMoryP x01(میلی لیتر  بافر شستشو  52میلی لیتر از آب مقطر را  را با  522رتیب که به این ت
 رسید.میلی لیتر  152مخلوط و به حجم نهایی  )reffuB





 وئنسینگجدول نمونه رقیق سازی پرایمر های سک) 4-2
 tnenopmoC  emuloV
 ro 31/21 SARK remirP qeS lμ 8.0
 16 SARK remirP qeS
 reffuB gnilaennA kraMoryP lμ 2.42
 emulov latoT lμ 52
 
را  16 SARK remirP qeS یا 31/21 SARKاز پرایمر  میکرولیتر 8.0روش رقیق سازی با اینصورت است که   
میکرولیتر از پرایمر  52سپس ٬ شداضافه  reffuB gnilaennA kraMoryPمیکرو لیتر بافر مخصوص  2,42به
پایروسکوئنسینگ) اضافه و خانه ای دستگاه  69رقیق شده را به هر چاهک مخصوص دستگاه سکوئنسر (پلیت 
 . گرفتدر دمای محیط قرار
تا  گرفتثانیه قرار  51ه به مدت تینبیو  RCPی محصول ون پلیت داراشن و شانه خلا را دردستگاه خلا را رو
 د.بیدها جذب شانه شو
 ANDتک رشته ای کردن  )4-3-2
کار که از چهار قسمت جداگانه سینی  ٬شد آماده) muccaV( ) و دستگاه مکشnoitatSkroWسینی کار (-2
شستشو به  بافر و  )بافر دناچوریشنمحلول واسرشت کننده ( ٬% 17اتانل با محلول ه را به ترتیب تشکیل شد
 با  ))sdaeB توسط بیدها تک رشته ای  ANDسپس  ٬ شد ثانیه شستشو داده 11و  5، 5های  ترتیب با زمان
 .شد muccaV((کشیده  مخصوص شانه مکش
نه ای دستگاه خا 69پلیت  های استراپتاویدین درون تک رشته ای متصل به بید ANDشانه حاوی   -3
قرار   16و  31 ، 21رایمر رقیق شده  ویژه قطعه هدف یعنی کدون میکرولیتر پ  52پایروسکوئنسینگ حاوی
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دقیقه بر روی  5تا این بید ها از شانه رها شود سپس مدت  شدمنتقل  های شدید به این پلیت و با تکانگرفت 
 گرفت.قرار   18C°ترمومتر 
 شد. آمادهودر این فرصت دستگاه سکوئنسر اتاق خنک شد  یدر دما هدقیق 5-11مدت  -4
 
 بافر شستشو و بافر دناچوریشندستگاه خلا و چاهک های حاوی اتانل  شکل :3-2
 
 راه اندازی سکوئنسر و انجام سکانس )5-3-2
لیتر آب با میکرو 126درون   erutxim etartsbuSو مخلوط سوبسترا   erutxim emyznE آنزیممخلوط  -5
و    erutxim emyznE erutxim ،etartsbuSبه مقدار مناسب از ای دستگاه را و کارتریج ه شدخلوص بالا رقیق 
نتقل و پس از انتخاب برنامه نمونه بیمار را به درون دستگاه م ای حاوی خانه 69و پلیت  شد آمادهنوکلئوتید 
 .گردیدیابی دستگاه راه اندازی  یمورد نظر جهت توال
  کیاژنشرکت  metsyS 42Q kraMoryP دستگاه سکوئنسر






   ))redrO noitasnepsiDوکلئوتیدها نسفارش توزیع  6-3-2
 استفاده موجود در بانک ژن تایید و توالی توالی های موتانت برحسبودر دستگاه پایرو توالی طبیعی(وحشی) 
 به صورت ا دقت بالاییبرا در نظر گرفته است انواعی از همه حالات ممکن که  این توالی برحسب بانک ژن. شد
 شد.داده به نرم افزار دستگاه  سفارش توزیع نوکلئوتیدهایک 
اضافه می شود چنانچه مکمل نوکلئوتید رها شده وجود داشته  به ترتیبنوکلئوتیدها  پلیمریزاسیون وقتی گامنه
وچنانچه مکملی نباشد  تید مکمل را متصل می کندنوکلئو ،ر داردکه در سر رشته قرا یآنزیمباشد کمپلکس 
و شدت نور توسط دستگاه خوانده  دو نوکلئوتید بعدی رها خواهد ش ءلئوتید امحاکنو ٬گر  تخریب آنزیمتوسط 
 می شود.
 پیکارتفاع  داشته باشندپشت سر هم قرار ) در توالی مورد سنجش )GGمثلا دو یکسان  بازآلیچنانچه دو 
درون  )detalyhtemnU AND ( دی ان آ غیر متیله واکنش کنترل مثبت .دشدبیشتر خواه مربوط به آن بازآلی
 .است AND نفی چاهک بدونمکیت و کنترل 
 ANRتخلیص  )4-2
 negAIQ tiK EPFF ysaNR از بافت فیکس شده با فرمالین  ANRایزولاسیون  1-4-2
 پارافین زدایی و سانتریفوژ 11141 با دوردقیقه  4و سپس  مخلوطیه ثان11مدت ه ) بenelyxزایلن (lm1 با بافت -1
 شد.
 شد.تخلیه کامل سمپلر  به وسیلهزایلن محلول  -2
 شد. سانتریفوژ  11141 با دور دقیقه 4و  اضافه) kcreM% (111اتانل  lm1 -3
 .قرار گرفت درجه 73و تیوپ حاوی بافت در  تخلیه اتانل -4
              میکرولیتر  13 به همراه) reffuB evitsegiDمیکرولیتر از بافر هضم کننده ( 142 با بافت سپس -5
 شد. مخلوط آرامیبه  K esaniatorp
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ه هر کدام ب سانتیگراددرجه  18وسپس در  سانتیگراددرجه  85ابتدا در  119دور با بر روی ترمومیکسر  سپس -6
 .گرفتدقیقه قرار 51مدت 
 .گرفتدقیقه بر روی یخ  قرار  3 به مدتپس از مدت طی شده تیوپ  -7
 شد. سانتریفوژدقیقه  5به مدت  11141با دور سپس  -8
 منتقل شد. eerF esaNRآن به تیوپ  tnatanrepuSجداسازی و محلول رویی  -9
 شد. خلوطم آرامیاضافه و به   ))reffub gnidnib EPFFبافر یا CBRمیکرولیتر محلول  115 -11
 شد. محلول قبلی اضافه و چند مرتبه مخلوط % به111میکرولیتر اتانل  127 -11
 منتقل شد.های صورتی رنگ حاوی فیلتر  بلافاصله محلول فوق به ستون -21
 شد.سانتریفوژ  11111دقیقه در دور 1سپس  -31
 گرفت.قرار  ebut noitcelloc: ستون صورتی را درون تیوپ های جمع آوری  gnihsaWمرحله شستشو  -41
 .اضافه شد) به ستون reffuB hsaW(EBR میکرولیتر  115 -51
 ( 61و 51تکرار مجدد مرحله ( شد. سانتریفوژ 11111دوردقیقه  1به مدت  -61
 شد. ریفوژانتس 11141 دوردقیقه  2به مدت  -71
 noitulEمیکرولیتر از بافر رقیق سازی( 15درب دار منتقل و esaNR 5,1 lmستون صورتی به تیوپ  -81
 شد.در مرکز ستون خالی  به آرامی )reffuB
 شد.سانتریفوژ  11111با دور  دقیقه  3به مدت  سپس  -91
72 
 
2-4-2 یاه نژ رمیارپ یحارط ) FIH1 ، SOCS3 ، HPRT   ابهدافتسا  رازفا مرن زاAllele ID v. 6.0 
 
2-5)  نژ هس رمیارپ یاه سناکس لودج FIH1 ، SOCS3 ، HPRT 
 
Sequence (5´ to 3´ ) Oligonucleotide Name No 
CCGGATCAGTTCGAGTGC FIH1 Forward 1№  
TTAGGGAACCTCTCGTAGTCG FIH1 Reverse 2№  
AGGAGAGCGGCTTCTACTGG SOCS3 Forward     №3 
GACTGGGTCTTGACGCTGAG SOCS3 Reverse 4№  
GCTATAAATTCTTTGCTGACCTGCTG  HPRT Forward №5 
AATTACTTTTATGTCCCCTGTTGACTGG HPRT Reverse №6 
 
وپیه نژ (زارفسنارت لیزوبیروفسف نیتنازگHPRT) مه هشی و دوش یم نایب نولوک تفاب رد سنارفر نژ
Housekeeping gene) ) هعلاطم نیا رد.تسا 
 




2-4-3نژ کناب ساسا رب رمیارپ یحارط هاگیاج و هعطق لوط ) 
 
NM_017902.2 Homo sapiens hypoxia inducible factor 1، alpha subunit inhibitor (HIF1AN)، 
mRNA 
product length = 101 
Forward primer  1    CCGGATCAGTTCGAGTGC  18 
Template        736  ..................  753 
 
Reverse primer  1    TTAGGGAACCTCTCGTAGTCG  21 
Template        836  .....................  816 
 
NM_003955.4 Homo sapiens suppressor of cytokine signaling 3 (   SOCS3)، mRNA 
product length = 139 
Forward primer  1    AGGAGAGCGGCTTCTACTGG  20 
Template        543  ....................  562 
 
Reverse primer  1    GACTGGGTCTTGACGCTGAG  20 
Template        681  ....................  662 
 
NM_000194.2 Homo sapiens hypoxanthine phosphoribosyltransfeRASe 1 (HPRT1)، mRNA 
product length = 140 
Forward primer  1    GCTATAAATTCTTTGCTGACCTGCTG  26 
Template        379  ..........................  404 
 
Reverse primer  1    AATTACTTTTATGTCCCCTGTTGACTGG  28 




 ANDc dnarts ts1 تک رشته ای ANDسنتز  در استفادهمورد  مقادیرمواد و  ) 4-4-2
  )smetsysoiB deilppA( stiK noitpircsnarT esreveR ANDc yticapaC-hgiH
 
 میکرولیتر تهیه شد. 12به حجم  1-2) ترکیبات جدول ANDc dnarts ts1 یک رشته ای ( ANDبرای تهیه 
 remaxeH modnaRاز پرایمر 2 µlهمراه   به ANRاز 01  µlابتدا    است که صورتی  مواد به  از این  استفاده  روش
  MTebircsitluM  آنزیم  و سپس ، آنزیم x01از بافر  2 µl ، (111Mm(  غلظت  به 1 µl PTNd  سپس ومخلوط 
 11  مدت  برای 52Cºدمایابتدا در   نمونه  مریزاسیونپلی  واکنش  . جهتشد  اضافه  آن  میکرولیتر به 1 ه اندازهب
  . جهتگرفتقرار  دقیقه 5به مدت  58Cºو در دمای   دقیقه 121  مدت  برای 73Cºدمایو سپس در   دقیقه
 . یافت   انتقال  یخ  درون به  نمونه  سپس و شد  استفاده نا محدود  مدت  برای 4Cºاز دمای  واکنش  نمودن  متوقف
و   نگهداریدرجة سانتیگراد  -12  قرار گیرد ویا در دمای  استفادهمورد  RCP  جهت تواند مستقیماً می  نمونه  این
 .شود  استفاده RCPدر   سپس
      ANDc dnarts ts1واکنش سنتز  ء) ترکیبات تشکیل دهنده6-2جدول 
  tnegaeR  emuloV  noitartnecnoC laniF
         ANR  latoT lµ01 lµ/ANR gµ 2 ot pu
  reffub TR X01 lµ2 
      sremirp modnaR TR X01  lµ2 lµ/lomp
      )Mm001(  PTNd X52 lµ1 lµ/loMm
 MTebircsitluM      .tpircsnart esreveR   lµ1 Lµ/U 05
 O2H eerf-esaelcuN lµ 4 












 1 petS niM 01
 73C°
 








 4 petS نامحدود ∞
 





  tiK RCP neerG 
میکرولیتر  12به حجم  (8-2 )ترکیبات جدول بررسی بیان ژن های هدف به روش سایبرگرین ریل تایم جهت
 از  2 µlهمراه   به xim retsaMاز 01  µlابتدا    است که صورتی  مواد به  از این  استفاده  روش تهیه شد.
به حجم  O2Hو با دش  اضافه  آن  بههر ژن  از هر جفت پرایمر فرادست و فرودست 1 µl  سپس مخلوط وANDc
  رسید.
  برای 36Cºدمایو سپس در   دقیقه 11  مدت  برای 59Cºدمایابتدا در   نمونه  مریزاسیونپلی  واکنش  انجام جهت
از و رسم منحنی ذوب   واکنش  نمودن  متوقف  . جهتگرفت قرار  سیکل متوالی  15ثانیه به مدت  13  مدت




لودج2-8 و داوم  دروم لولحمهدافتسا  شنکاو ردReal Time PCR 
Final Concentration  Volume  Reagent  
1ng/20µl 2µl  First strand cDNA 
1X 10µl Sybr Green PCR Master 
(0.2pmol/µl) 0.5µl      Forward Primer (10pmol/µl) 
(0.2pmol/µl) 0.5µl Reverse Primer (10pmol/µl) 
 7 µl H2O 
 20µl TOTAL 
 
2-9 )لودج  همانربReal Time PCR  درومهدافتسا رد نایب یسرربنژ (   SOCS3) mRNA،و (HIF1AN) 
mRNA 
Ramp Rate Cycle Time Temprature PCR Program 
4.4 1 5 Min 95 °C
 
Pre incubation 
4.4 51 10sec 95 °C Amplification 
2.2 51 30sec 63 °C Amplification 
4.4 1 5 Min 60 °C Melting Curve 
4.4 1 1sec 70 °C Melting Curve 
0.05 1 60Min 90 °C Melting Curve 
2.2 1 30sec 4 °C Cooling 
 






 ایمنوهیستوشیمیاجرای  روش  5-2
 بیماران پاتولوژی های گزارش و ها پرونده به تومور مربوط محل و جنس سن، کلینیکوپاتولوژیک اطلاعات ابتدا
گرفته  قرار کولون رزکسیون جراحی عمل تحت که (3931اول نیمه تا 1931 سالهای) کولورکتال سرطان به مبتلا
 تومورهای که صورت این به شد تقسیم دسته دو به بیماران در تومور به محل مربوط اطلاعات شد. بودند ثبت
 . دش نامیده چپ کولون آن به دیستال و راست کولون تومور عرضی کولون وسط به پروگزیمال در واقع
 اسلایدها بازبینیالف) 
 لنفاوی، غدد درگیری تومور، تهاجم عمق ازلحاظ بیماران به مربوط اسلایدهای گزارش سازی یکسان جهت به
 پارافینه های بلوک از لازم موارد در و بازبینی دو پاتولوژیست دیگر نیز توسط عروقیتهاجم  تومور و تمایز درجه
  .شد تهیه مجدد اسلاید مربوطه
 : شد درج جدول در زیر صورت به استنفورد دانشگاه بندی طبقه اساس بر هم تومور تمایز درجه
 gnimrof dnalg 59%>: .1
 gnimrof dnalg 59%-05%:detaitnereffid .2
 gnimrof dnalg%94- .3
 :شد درج شده تهیه قبل از جدولِ در زیر صورت به MNT بندی طبقه طبق بر تومور تهاجم عمق
 )1T( airporp siralucsum eht otni ton tub asocumbus eht otnI
 )2T( airporp siralucsum eht hguorht ton tub otnI
 esopida latcerirep ro cinolocirep ro taf lasoresbus eht otni dna airporp siralucsum eht hguorhT
 )3T( eussit








  ایمونوهیستوشیمی بررسیب) 
برش  هپارافین بلوکاز  میکرومتر چهارابعاد  ٬پارافینه بلوکال تومور  پاتولوژی از ناحیهی  ها لام بازبینی حین
 ایمنوهیستوشیمی آمیزی رنگ استاندارد های روش و مارکر سازنده شرکت راهنمای به توجه با سپس .شد تهیه
 : شد تهیه CHI های اسلاید زیر شرح به
 دپارافینه کردنمرحله : 1-5-2
  .بچسبد لام به بافت و ودش خشک تا شد داده قرار ساعت نیم مدت دو به گرادنتیاس درجه 08 حرارت در ها لام. 1
 قرار گرفت. دقیقه 5 ، بار2 گزیلولدر  .2
 قرار گرفت. دقیقه 5 بار، 2 :مطلق اتانولدر .3
 قرار گرفت. دقیقه 3بار،  2% :69اتانولدر .4
 قرار گرفت. دقیقه 2 درجه 17.الکل 5
 داده شد. شستشو جاری آبدر
 کروموژن  BADورنگ آمیزی با gniksamnU ((ژن آنتی بازیافتمرحله  2-5-2
 درجه021دمای در دقیقه 01مدت به و شد داده قرار  ATDE-sirT 6:Hpسدیم یا  سیترات بافر در ها .لام1
 در بافر همراه به ها بافت پس. سشد اتوکلاو laveirteR negitnA (مرحله)  ژن آنتی بازیافتجهت  گرادنتیاس
 . دش خنک دقیقه 51 مدت به اتاق دمای
 ت.فصورت گر دقیقه 51 به مدتSBP بافر در ها لام شستشوی .2
 .شد اضافهدقیقه  11 به مدت  %11اکسیژنه   آب محلول ٬گرفت قرار مرطوب اتاقک در ها بافت
 (مرطوب و تاریک اتاق ٬متانول لیتر میلی 19 در اکسیژنه آب لیتر میلی 9 : اکسیژنه آب محلول)
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 .شدشستشو در آب مقطر  دقیقه 5 .3
 .شد شستشو SBP بافر در دقیقه 5 .4
 .شد مشخص و محدود بافت اطراف okaD قلم از استفاده با ٬ شد پاک لام سطح از اضافی بافر .5
 شرکت محصول NA1FIH اولیه بادی آنتی با آن ها سطح و شد داده قرار مرطوب اتاقک در دوباره ها بافت. 6
  .شد پوشانده کامل شکل به 052:1رقت با )1GgI esuom :epytosi( NA1FIH macbA 
 درجه 73 دمای یا اتاق دمای در مرطوب اتاقک مرحله این درو شد پوشانده SBP بافر با منفی شاهد های بافت
 . گرفت قرار دقیقه 06 مدت به گرادنتیاس
 .شد  شستشو SBP بافر در دقیقه5  .7 
 گرفت. قرار تاریک اتاقک در ها بافت و اضافه دقیقه 13مدتبه    tibbar/esuom laud PRH noisivnE okaD.8
 .شدفزوده ابافر میکرولیتر  12مقدار   negomorhc/BAD okaDمیلی لیتر 1هر به  سازی رقیقجهت   .9
 .شد  شستشو SBP بافر درلام   دقیقه 5 .11
 لیتر میلی یک در کروموژن قطره یک) اnegomorhc/BAD okaD محلول با مرطوب اتاقک در ها بافتسطح  .11
 . گرفت قرار دقیقه 11 مدتبه  اتاق دمایو در شد  پوشانده (سوبسترا
 شد. شستشو جاری آب درو  قرار گرفت SBP بافر در دقیقه 5  .21
 .انجام شد دقیقه 1 مدت به نهماتوکسیل آمیزی رنگ .31
 شد. شستشو جاری آب . در41
 شد. شستشو در اسید الکل .51
 شد. ور غوطه کربنات محلول بی در دقیقه 2 مدت به .61
 شد. شستشو جاری آب در .71
 غوطه ور شد. درجه 69 اتانول در دقیقه 5 مدت به .81
 غوطه ور شد. مطلق اتانولدر دقیقه 5 مدت به .91
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 )بار دو( غوطه ور شد. گزیلولدر دقیقه 5 مدت به  02.
 ه شد.پوشاند لامل با ها لام .12
 بادی اولیه جهت آنتی به عنوان SBPبافر و مثبت کنترل عنوان به انسان بافت سرطان پستان از کاری ران هر در
 منفی استفاده شد. شاهد اسلاید رنگ آمیزی
 )E&H(ائوزین نهماتوکسیل اسلایدهای با NA1FIH بادی آنتی با شده تهیه ایمونوهیستوشیمیایی اسلایدهای
  .ندشد بررسی NA1FIH مارکر  لحاظ از سپس و شدند داده مطابقت بیماران
 گیرد . می رنگ توموری یسلول هاهسته  در که است هسته ای مارکر یک NA1FIH مارکر 
 GNIROCS(( اسلاید ها امتیازدهی نحوه شمارش و 6-2
 شده است .  استفادهEROCS-H( ( اسکور-اچاز روش  ها بندی بیان پروتئین بافتاسکورجهت 
ی سلول هاسلول توموری شمارش شد و سپس درصد  115حدود  )004x(سکوپی با بزرگنمایی فیلد میکرو
=  2 ،= ضعیف 1  ،= بدون رنگ  1رنگ گرفته بود در مقدار عددی شدت رنگ پذیری ( آن هاتوموری که هسته 
بندی از از شدت رنگ پذیری طیف اسکور . در نتیجه با چهار سطح ندضرب شد (= رنگ پذیری قوی 3 ،متوسط
 کار برده شد.ه جهت گزارش ب (113-1(
 :  نحوه محاسبه تغییرات نسبی بیان ژن 7-2
ه است و ب  eneg gnipeek esuoHکه نوعی  ))TRPH ریبوزیل ترانسفراز ن فسفونتیاهیپوگزدر این بررسی ژن 
 عنوان ژن رفرانس مورد استفاده قرار گرفت  .ه طور ثابت در سلول روده بیان می شود ب
 .بود) وحشیغیر موتانت (  SARKنمونه های بافت :کنترلنمونه 
 عنوان ژن هدف مورد بررسی قرار گرفت.ه ب 3SCOSو   1HIFدر این پروژه دو ژن 
 ) lortnoc. fer (TC−) lortnoc tegrat (TC = lortnocTCΔ 
 )elpmas .fer (TC−) elpmas tegrat( TC = elpmasTCΔ 
 ) lortnoc (TCΔ −)elpmas (TCΔ = TCΔΔ 
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  level noisserpxe eneg ni (dradnats ot derapmoc) egnahc dloF evitaleR =TCΔΔ -2 
 
 lortnoc :نرمالنمونه 
   elpmas نمونه مورد آزمایش:
 )3SCOSو   tegrat )1HIF مورد نظر :ژن 
  TRPH : eneg gnipeek esuoH رفرانس ژن 
 
 
 نمای شماتیک نحوه محاسبه مقدار بیان ژنشکل :  5-2
  آماری آنالیز 8-2
 در 51,1کمتر از ارزش معنی داری و شد تحلیلو با استفاده از آزمون های   SSPS افزار نرم از استفاده با ها داده 
 .شد گرفته نظر
آزمون همبستگی و مجذور کای و با  ، tseT-T ر از آزمونز های آماری با توجه به نوع متغیدر این مطالعه آنالی 
 صورت گرفت.   0.61 noisrev SSPSاز نرم افزار استفاده
بنابر رعایت اصول تحقیق در علوم پزشکی و بالینی این پروپوزال در شورای کمیته اخلاق پزشکی مطرح و کد 






















 یق به شرح زیر است :قنتایج به دست آمده از این تح
 و تایید آن بر روی ژل الکتروفورزیس  EPFFنمونه  AND) استخراج  1-3
 
تایید مطابق دستورالعمل کیت انجام و صحت مراحل استخراج بر روی ژل الکترفورز  ANDمراحل استخراج 












 RCPبا استفاده از  SARKژن  ANDتکثیر تایید )  2-3
 





 2 چاهک٬ )غیر موتانت نرمال( نمونه 1 چاهکدر  به ترتیب٬توموربافت  SARKژن الکترفورز  ژلشکل  ) 2-3








  و تعیین موتاسیون به روش پایروسکوئنسینگ   SARK ) توالی یابی قطعه آمپلیکون ژن3-3
 






  به صورت جدول وگراف پایروگرام نتایج دستگاه توالی یابی ( پایروسکونئسینگ)شکل  )3-3
تایپ نرمال و دو گراف بعدی جایگزینی نقطه ای باز آلی گوانین با اول ژنو یب از بالا به پایین گرافکه به ترت
 آدنین و تیمین و تبدیل اسید امینه گلایسین به آسپارتات و والین را نشان می دهد.
پیک تکثیر بر روی هر  مکان و طولبر اساس نمونه موتانت  ٬نمودارهای پایروگرامبا بررسی جدول نتایج و 
گرام کنترل (غیر موتانت ) موارد دارا و فاقد موتاسیون طول و جایگاه پیک تکثیر با پایروتید و مقایسه نوکلئو
 شد. معین
والی نوکلئوتیدی مربوط و محور عرضی تشده توسط دستگاه  دهخواندر نمای پایروگرام محور طولی تشعشع نور
 .نشان می دهد را   SARKموتانت و غیر موتانت طراحی شده برای ژن به توالی 
باز گوانین با هر چنانچه باز آلی  ٬را نشان می دهد (نرمال) اول ترتیب نوکلئوتید در نمونه فاقد جهش در نمودار 
با کاهش طول پیک گلایسین و شود  ( دچار موتاسیون نقطه ای )یا تیمین جایگزین ن نی: آدمانندآلی دیگری 
در نتیجه اسیدآمینه گلایسین ( نرمال ) به اسید آمینه  ٬ شناسایی استایجاد پیک در باز آدنین ویا تیمین قابل 
 آسپارتات و والین تبدیل می گردد و جهش رخ داده است.
 قابل مشاهدهبر روی پایروگرام  بازآلیمشابه کنار یکدیگر در یک توالی با افزایش طول پیک آن  باز آلیتکرار دو 
  است.
 










 RCP emiT laeR به روشهدف ژن های تکثیر اختصاصی آمپلیکون های  نتایج  )4-3
 هدف  ژنبرای قطعات  RCPq به روش اختصاصی طراحی شده پرایمرهایوسیله ه ب بیماران ANDcنمونه های 




  (سبز)3SCOS و آبی)1HIF )،(قرمز) TRPHمربوط به منحنی ذوب سه قطعه ژنراست گراف  ) 4-3شکل  
  etaR pmaR مربوط به نمودار چپ گراف 
 
درجه بر ثانیه  4,4 S/C°برابر با  R.R(با  رامپ ریت ( 16C°و  17C°منحنی ذوب برای سه قطعه درسه درجه دمای 


















 3SCOS ژن   RCP emiT laeRاز محصول  الکتروفورز ژل) 5-3
 
نیز بر روی ژل آگارز RCP emiT laeR محصول3SCOS برای اطمینان از تکثیر اختصاصی آمپلیکون هدف






چاهک خالی دو  ،به ترتیب کنترل مثبت  3SCOS ژن    RCP emiT laeRعکس ژل از محصول )  5-3شکل 





 1HIF  ژن RCP emiT laeRاز محصول  الکتروفورز ژل) 6-3




چاهک خالی دو نمونه از  ،به ترتیب کنترل مثبت  1HIF  ژن RCP emiT laeRعکس ژل از محصول ) 6-3شکل




 TRPH  ژن   RCP emiT laeRاز محصول  الکتروفورز ژل)7-3
 نیز بر روی ژل آگارزRCP emiT laeR محصول TRPHژن برای اطمینان از تکثیر اختصاصی آمپلیکون 
 شد . الکتروفورز
 
 
چاهک  ،به ترتیب کنترل مثبت  TRPH  ژن   RCP emiT laeRاز محصول  الکتروفورز عکس ژل) 7-3شکل 






 یافته های ایمنوهیستوشیمی)8-3
 نوری بررسی شد. میکروسکوپ با NA1FIH بادی آنتی پذیری رنگ جهت از اسلایدها سطح تمامی مرحله دراین
 رنگ عدم که طوری به گرفت قرار بررسی مورد پذیری رنگ وسعت و شدت نظر از ایمونوهیستوشیمی های ملا
 نمره قوی پذیری رنگ شدت و 2 برابر متوسط پذیری رنگ ،1 برابر ضعیف پذیری رنگ ، (منفی)  ر صفربراب پذیری
شمارش شده محاسبه سلول  115درصد هسته های مثبت در  پذیری رنگ وسعت همچنین .شد نظر گرفته در 3
 شد.
از  و بازه آن شد یکدیگرضرب داشتند در پذیری رنگیی که سلول هاتعداد  ودرصد شدت رنگ پذیری آخر در
 در نظر گرفته شد.) 1-113(
 نظر در مثبت کنترل عنوان به بالا و توصیه کیت پذیری رنگ شدت دلیل به سرطان پستان مطالعه بافت این در
 (7-3 شکل) .شد گرفته
 شود می ملاحظه که .همانطور بود هسته ای صورت به NA1FIH پذیری رنگ نمای مطالعه این در
  .باشد هسته ای می پروتئینNA1FIH
 
 مثبت کنترل عنوان به سرطان پستان انسانی  NA1FIH  ایمونوهیستوشیمی آمیزی رنگ شکل A  )8-3





 2% وشدت رنگ پذیری 59بافت توموری با درجه تمایز خوب  وسعت رنگ پذیری  C  شکل )9-3
 TWبافتدر 3% و شدت رنگ پذیری 58بافت توموری با درجه تمایز متوسط وسعت رنگ پذیری : D
 
 1شدت رنگ پذیری % و 11بافت توموری با درجه تمایز متوسط وسعت رنگ پذیری  E شکل )11-3








 ))b،aدر گروه غیر موتانت  1HIFو بیان قوی  1HIFیمی پروتئین ایمنوهسیتوش شکل )11-3








 ) نتایج و جداول آنالیز آماری 9-3
 16و 31 ،21نمونه مبتلا به آدنو کارسینوم کولون از لحاظ شیوع موتاسیون در کدون  99در این مطالعه 
 سکوئنسینگ بررسی شد . از متد پایرو استفادهبا  SARKژن
 )1- 3(جدول % بود6,55% و 4,44درصد فراوانی زنان و مردان به ترتیب
 )2 - 3(جدول % واجد موتاسیون در این ژن بودند.4,83 % بیماران فاقد موتاسیون و6,16بیمار  99از مجموع 
گلایسین با اسید آمینه یعنی جایگزینی  D21Gترین موتاسیون  و شایع 21% موتاسیون در کدون 4,98حدود  
% در رتبه 4,81با شیوع  ))V21Gوالین گلایسین بااسید آمینه جایگزینی آسپاراتیک اسید بود. از سوی دیگر 
 .بود A21G((ترین شیوع موتاسیون مربوط به جایگزینی گلایسین با آلانین کمدوم قرار داشت و
 مشاهده نشد. 16در کدون هیچ موتاسیونی % کل موارد بود و 6,11حدود  31شیوع موتاسیون کدون 
  )8-3(جدول  
 )7-3(جدول  .بودسال  75و متوسط سن  وع بیشتری نسبت به زنان وجود داشتتومور در مردان با شی این
% از 54% موارد وارد فاز متاستاتیک شده بودند حدود 12ی قرار داشتند و کمتر از بیمار 3 egatsاکثر بیماران در 
 ) 4-3(جدول .بودند SARKبیماری واجد موتاسیون ژن  3 egatsبیماران با 
 .بودند  detaicnereffid lleWاز لحاظ درجه تمایز تومور  SARK% بیماران واجد موتاسیون 65حدود 
 )3-3(جدول  
اما وجود داشت  SARKموتاسیون  آن ها%  15واقع شده بودند و در نیمی از تومورها در کولون راست  بیش از
 ) 9،6،5-3(جدول 3.0=Pدیده نشد. SARKارتباط معنی داری بین توده های کولون چپ و راست با موتاسیون 
درجه پیشرفت تومور با ،درجه تمایز تومور و،روده محل توده در  ،جنس ،بین هیچ یک از پارامترهای سن 
 50.0>P.اختلاف معنی دار آماری وجود نداشت  SARKموتاسیون  
 )6- 3(جدول دربیش از یک سوم نمونه ها تهاجم عروقی تومور وجود داشت.
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در  tnatuM SARK &dliw SARK ) برای گروه edarG romuTی توموری (سلول هادرصد فراوانی درجه تمایز
تومور  وارتیاط بین موتاسیون و درجه تمایز درجه تمایز بیشتر به تمایز کمترسه درجه طبقه بندی شده از 
 .ی توموری نشان ندادسلول هاررسی شد آزمون آماری ارتباط معنی داری بین وضعیت موتاسیون و درجه تمایز ب
 )11-3(جدول 162.0=eulav-P
در چهار مرحله طبقه بندی شده ) egatS romuT( ی توموریسلول هامرحله پیشرفت همچنین درصد فراوانی 
قرار دارند اما آزمون 3egats نشان داد بیشترین نمونه در هردو گروه در   پیشرفت کم به پیشرفت زیاداز 
 . ی توموری نشان ندادسلول هاآماری ارتباط معنی داری بین وضعیت موتاسیون و درجه پیشرفت 
 )11-3(جدول  
 ralucsaV( ی توموریسلول ها تهاجم عروقی tnatuM SARKوضعیت یافته ها نشان داد نیمی از تومورهای 
ی سلول هاوتهاجم عروقی  SARKوآزمون آماری ارتباط معنی داری بین وضعیت موتاسیون  ) دارندnoisavnI
 )21-3(جدول 40.0=eulav-P توموری نشان داد.
 ،فراوانی آن در گروه مردان وزنان  31،21در کدون های  SARKانت ژن بررسی  ارتباط بین نوع ژنوتیپ موت
بیمار مورد  99هیچ یک از  ،آزمون آماری ار تباط معنی داری بین نوع موتاسیون و جنسیت بیمار نشان نداد
 )31- 3(جدول .موتاسیون دیده نشد 16بررسی در کدون 
تومورهای مرحله  دربه تفکیک  CHIبه روش 1HIFدر این مطالعه که به منظور بررسی میزان بیان پروتئین 
میزان بیان و  آزمون آماری اختلاف معنی داری را بین 4egatSانجام شد و تنها در  آزمون آماری ))4-1egatS
 نشان داد.موتانت و غیر موتانت دوگروه  مرحله پیشرفت بیماری را در
 آزمون آماری ))4-1egatSتومورهای مرحله  دربه تفکیک  3SCOS ژن ANRm میزان بیانبررسی چنین هم
میزان این امر در مورد ، دو گروه اختلاف معنی دار دیده نشددرها بابیان ژن   egatSیچ یک ازانجام شد وبین ه




با درجه تمایز تومور در سه گرید  1HIFو  3SCOS های ژن ANRm همچنین به منظور ارزیابی ارتباط بین بیان
به روش 1HIF اما بررسی میزان بیان ژن دادنآزمون آماری اختلاف معنی داری را بین دو گروه نشان نیز
 )12الی81-3گروه موتانت معنی دار بود و کاهش نشان داد. (جداول ایمنوهیستوشیمی درگرید دو بیماری در
و فاقد تهاجم عروقی  دارابا تهاجم عروقی در نمونه های 3SCOS ،1HIFدو ژن بیان  ارتباط تحقیقدر این 
 میزان بیان و 3SCOS ژن ANRm میزان بیان  ، 1HIFبافتی پروتئین  نشد بی بررسیتهاجم عروقی  
 )22،12 -3. (جدولوجود نداشت اختلاف معنی داری SARKبا موتاسیون   1HIF ژن  ANRm
در دو گروه به تفکیک   1HIFبیان دو ژن  نسبی و میزان تغییرات CHIبه روش   1HIFمیزان بیان پروتئین  
در گروه موتانت بطور معنی داری  1HIF نشان داد میزان بیان پروتئین (وحشی)موتانت و غیرموتانت  SARK
 )32-3موتانت کاهش دارد .(جدولیرنسبت به گروه غ
  SARKدر دو گروه) CHIو پروتئین ( ANRmدر دو سطح  1HIFبیان آزمون آماری همبستگی بین مقادیر  
 )42-3(جدول  نشان نداد. معنی داری ارتباط موتانت و غیر موتانت
ی توموری تهاجم عروقی داشتند) سلول ها(که   1HIF) بیان پروتئین بافتی )naeM latoTمجموع میانگین  اما
در  1HIF ژن ANRm میانگین میزان بیانگروه غیر موتانت بود و موتانت کمتراز  SARKبه تفکیک در گروه 
 یگرد یانب بهی توموری داشتند) کمتراز گروه غیرموتانت بود سلول هاکه تهاجم عروقی موتانت (  SARKگروه
    ژن ANRm و 1HIF درنگاه کلی مجموع میانگین بیان پروتئین بافتی SARKبدون در نظر گرفتن موتاسیون 
  شان تهاجم عروقی نداشت.تند کمتر از افرادی بود که تومورکه تهاجم عروقی داش در افرادی 3SCOS
درجه تمایز تومور  ،گرفتن شاخص های کلینیکوپاتولوژیک مانند مرحله پیشرفت تومور در نظردر مجموع و بدون 
 2 edarGو  4 egatSدر به روش ایمنوهیستوشیمی  1HIFتنها بیان پروتئین بافتی ژن  ،و تهاجم عروقی تومور 
در این  3SCOS نژ و 1HIF ژن ANRm بیاناما همچنان  ،کاهش معنی دار نشان داد موتانت SARKدر گروه  
  دارنبود .دو گروه معنی 
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 ٬نشان داد 1HIF بیان پروتئین بافتی) و egatsبررسی بیشتر جزئیات نتایج آماری مراحل پیشرفت تومور ( 
در گروه موتانت که  یبه طورازگروه غیرموتانت است  کمترموتانت  SARKدر گروه  1HIFمجموع میانگین بیان
با پیشرفت  روند کاهشی منظمی داشت و 1HIFتومور( کم به زیاد ) میزان بیاندر هر مرحله از پیشرفت 
 .داشتنیز کاهش 1HIF در بافت تومور بیان SARK رفتن احتمال موتاسیونبدخیمی و بالا
اما میزان  موتانت بیشتر از نمونه های غیر موتانت بود SARKکلی تهاجم عروقی در نمونه های  به طوراگرچه 
و ایمنوهیستوشیمی با تهاجم  RCP emiT laeR به هر دو روش  1HIF ، 3SCOS از دو ژنبیان هیچ یک 
 .عروقی ارتباط نداشت 
. میانگین اسکور بیان بود% درصد 18رنگ پذیر  یسلول ها) و میانگین ytisnetnI( 2رنگ پذیری  میانگین شدت
 بود.  812برابر   1-113در طیف 
عروق و ،در استرومای تومور  این پروتئین بیان اپیتلیالی سلول بیان واضحی داشت واین پروتئین در اجزای غیر 

























  )1-3(جدول 
 
 
   SARKتوزیع فراوانی شیوع موتاسیون ژنجدول  )2-3
 درصد فراوانی 
 %66/1          16 غیر موتانت (وحشی)
 %83/4 83 موتانت
 %001  99 جمع
 )2-3(جدول 
 
 توزیع فراوانی جنسیت افراد مورد مطالعهجدول   )1-3
 درصد    فراوانی 
 %44/4 44 مونث
 %55/6 55 مذکر
 %111 99 جمع
 111
 
 ی تومور مورد مطالعهسلول هاتمایزتوزیع فراوانی درجه جدول  )3-3
 درصد فراوانی 
 %55/6 55 درجه تمایز خوب
 %53/4 53 درجه تمایز متوسط
 %9/1          9 درجه تمایز ضعیف
 %111 99 جمع
 )3-3(جدول
 
 تومور)egatSمرحله پیشرفت تومور (توزیع فراوانی جدول  )4-3
 درصد فراوانی 
 %8/1 8 1مرحله پیشرفت تومور 
 %13/3 13 2مرحله پیشرفت تومور 
 %34/4         34 3مرحله پیشرفت تومور 
 %81/2         81 4مرحله پیشرفت تومور 






 در افراد مورد مطالعه آدنوکارسینومرتوزیع فراوانی محل توموجدول ) 5-3
 درصد فراوانی 
 %  75/6           75 روده راستتومور 
 %24/4           24 روده چپتومور 
 %      111 99 جمع
 ) 5-3(جدول 
 
 
 مورد مطالعهتومور آدنوکارسینوم  تهاجم عروقیانی توزیع فراوجدول ) 6-3
 درصد فراوانی 
 %26/6 26 دیده نشدتهاجم عروقی 
 %73/4 73 دیده شدتهاجم عروقی 






 مورد مطالعه سن افرادانی فراوتوزیع جدول  )7-3
  
  DSnaeM N
 بیماران سن 7541/1 
   99
 )7-3(جدول 
 
  SARKانواع موتاسیون ژن توزیع فراوانی جدول  )8-3
 درصد فراوانی 
 2% 2 آلانین21گلیسین
 51/2% 51 آسپارژین21گلیسین
 5/1% 5 سیستئین21گلیسین
 5/1% 5 سرین21گلیسین
 7/1% 7 والین21گلیسین
 %4 4 آسپارژین31گلیسین






  SARKتوزیع فراوانی محل تومورآدنوکارسینوم مورد مطالعه در دو گروه جدول ) 9-3
 محل SARKموقعیت     نمونه جمع
 موتانت وحشی
 
 چپ  %)43/12(  31 92%)74/45(   24
 راست 52%)56/17(  23%)25/54( 75
 جمع 83%)111(  16 %)111(  99 




3-11 ) لودج مونیسراکوندآروموت زیامت هجرد یناوارف عیزوتنولوک 
 Tumor grade Total 
 1 2 3  
KRAS Status 
Wild 30 (49.2%) 25 (41.0%) 6 (9.8%) 61 
Mutant 25 (65.8%) 10 (26.3%) 3 (7.9%) 38 
Total 55 (55.6%) 35 (35.4%) 9 (9.1%) 99 
Chi-square test was used (P-value = 0.261) 
 لودج(3- 
 3-11)روموت تفرشیپ لحارم یناوارف عیزوت لودج ((Stage  مونیسراکوندآنولوک 
 Tumor stage  Total 
 1 2 3 4  
KRAS 
Status 
Wild 5(8.2%) 20(32.8%) 26(42.6%) 10(16.4%) 61 
Mutant 3(7.9%) 10(26.3%) 17(44.7%) 8(21.1%) 38 
Total 8(8.1%) 30(30.3%) 43(43.4%) 18(18.2%) 99 





















3-12)   لودجیناوارف عیزوت  هورگ ود رد مونیسراکوندآروموت رد یقورع مجاهتKRAS  
KRAS.status  vascular.invasion 
Total   NOT seen 
 wild 43(70.5%) 18(29.5%) 61(100%) 
   
Mutant 19(50.0%) 19(50.0%) 38(100%) 
   
Total 62(62.6%) 37(37.4%) 99(100%) 
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3-13)  لودج نژ نویساتوم عاونا یناوارف عیزوتKRAS   تیسنج و
نارامیب 
  sex 
Total Mutation  Female Male 
 gly12Ala 1(5.6%) 1(5.0%) 2(5.3%) 
   
gly12Asp 6(33.3%) 9(45.0%) 15(39.5%) 
   
gly12CYS 1(5.6%) 1(5.0%) 2(5.3%) 
   
gly12Cys 0(0%) 3(15.0%) 3(97.9%) 
   
gly12ser 2(11.1%) 3(15.0%) 5(13.2%) 
   
gly12val 5(27.8%) 2(10.0%) 7(18.4%) 
   
gly13Asp 3(16.7%) 1(5.0%) 4(10.5%) 
   
Total 18(100.0%) 20(100.0%) 38(100.0%) 






 3-14)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 و 
SOCS3  هلحرم روموت رد  کیکفت هب تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد( Stage 1) 
 KRAS.status N MeanSD P-value 
FIH1 Immunohistochemistry 
wild 5 1.57  78 0.5 
Mutant 3 1.96  98  
Fold.Change.   SOCS3 
wild 5 0.43  0.25 0.3 
Mutant 3 0.27  0.04  
Fold.Change.FIH1 
wild 5 0.25  0.42 0.4 
Mutant 3 0.02  0.01  
) Tumor stage= 1, T- test or Mann-Whitney U test were used 
 
 
 3-15)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1  و
SOCS3  هلحرم روموت رد  کیکفت هب تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد( Stage 2) 
 KRAS.status N MeanSD P-value 
FIH1 Immunohistochemistry 
wild 20 1.5582 0.83 
Mutant 10 1.4959  
Fold.Change.   SOCS3 
wild 20 0.600.32 0.85 
Mutant 10 0.600.63  
Fold.Change.FIH1 
wild 19 0.190.23 0.87 
Mutant 10 0.150.18  
 لودج(3-1 T- test & Mann-Whitney U test used 5 Tumor.stage = 2 
118 
 
 3-16)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 
وSOCS3  هلحرم روموت رد  کیکفت هب تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد( Stage 3) 
 KRAS.status N MeanSD P-value 
FIH1 Immunohistochemistry 
 
wild 26 1.5171 0.07 
Mutant 17 1.1166  
Fold.Change.   SOCS3 wild 26 0.470.37 0.8 
Mutant 17 0.500.44  
Fold.Change.FIH1 wild 26 0.130.14 0.1 
Mutant 17 0.210.24  
T- test & Mann-Whitney U test used  Tumor.stage = 3 
 
 3-17)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 
وSOCS3   هلحرم روموت رد تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد(Stage 4) 
 KRAS.status N MeanSD P-value 
FIH1 Immunohistochemistry 
 
wild 10 1.9985 0.04 
Mutant 8 1.1573  
Fold.Change.   SOCS3 wild 10 0.320.26 0.4 
Mutant 6 0.240.05  
Fold.Change.FIH1 wild 10 0.150.17 0.7 
Mutant 6 0.130.16  







 3-18 )  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 
 و   SOCS3  بوخ زیامت هجرد اب یاه روموت رد تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود ردgrade1)) 
 




wild 30 1.5171 0.5 
Mutant 25 1.4065  
Fold.Change.   SOCS3 wild 30 0.560.33 0.1 
Mutant 23 0.410.41  
Fold.Change.FIH1 wild 29 0.140.19 0.7 
Mutant 23 0.130.17  
T- test & Mann-Whitney U test used tumor grade =1   
 
لودج(  
 3-19) لودج  نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA نژ ود 
FIH1 و SOCS3  طسوتم زیامت هجرد اب یاه روموت رد تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد  grade 2)) 
 




wild 25 1.8484 0.05 
Mutant 10 1.2084  
Fold.Change.   SOCS3 wild 25 0.390.32 0.1 
Mutant 10 0.580.52  
Fold.Change.FIH1 wild 25 0.140.15 0.08 
Mutant 10 0.270.24  






 3-21 )  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 
 وSOCS3 ( فیعض زیامت هجرد اب یاه روموت رد تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود ردgrade3) 
 




wild 6 1.1353 0.19 
Mutant 3 66.323  
Fold.Change.   SOCS3 wild 6 0.540.37 0.7 
Mutant 3 0.630.54  
Fold.Change.FIH1 wild 6 0.330.36 0.6 
Mutant 3 0.210.16  



















 3-21 )  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1 
 و   SOCS3 تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد یقورع مجاهت رد هک یروموت دنتشادن 
 




wild 43 1.7178 0.2 
Mutant 19 1.4370  
Fold.Change.   SOCS3 wild 43 0.550.35 0.7 
Mutant 19 0.520.50  
Fold.Change.FIH1 wild 43 0.150.20 0.7 
Mutant 19 0.170.21  
T- test & Mann-Whitney U test used vascular.invasion = NOT 
 
 لودج(3-21)  
 3-22)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   نایب و یمیشوتسیهونمیا شور هبmRNA  نژ ودFIH1  و  
SOCS3 تناتوم ریغ و تناتوم هورگ ود رد  یقورع مجاهت رد هکدنتشاد یروموت 
 




wild 18 1.3673 0.2 
Mutant 19 1.1067  
Fold.Change.   SOCS3 wild 18 0.340.23 0.4 
Mutant 17 0.430.40  
Fold.Change.FIH1 wild 17 0.190.22 0.8 
Mutant 17 0.170.19  




  لودج(3-22) 
 3-23)  لودج نیئتورپ نایب نازیمFIH1   شور هبIHC تارییغت نازیم و یبسن  نژ ود نایبFIH1  
 کیکفت هب هورگ ود ردKRAS )یشحو( تناتومریغ و تناتوم 
 




wild 61 161.09  9.96 0.043 
Mutant 38 129.29  11.45  
Fold.Change.FIH1  wild 60 0.168.03 0.71 
Mutant 36 0.178.03  
Independent T- test & Mann-Whitney U test used. 
 
  لودج(3-23) 
 
3-24 لودج )  ریداقم نیب یگتسبمه یرامآ نومزآ نایبFIH1  حطس ود ردmRNA ( نیئتورپ وIHC ) رد ود
هورگKRAS  تناتوم ریغ و تناتوم 
P-Value Correlation of 
Coefficient 
KRAS Status  
0.15 0.19 Wild Correlation Coefficient between IHC Score 
and Fold Change FIH1 
0.28 0.18 Mutant Correlation Coefficient between IHC Score 
and Fold Change FIH1 










 با مرحله تومور آن هاارتباط  عدمدر دو گروه موتانت و غیر موتانت و   3SCOSو   1HIFنمودار بیان 
 
 با مرحله تومور آن هاارتباط  عدمدر دو گروه موتانت و غیر موتانت و  3SCOSو   1HIFبیان شکل  11-3
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 تهاجم عروقی با آن هاارتباط  عدم در دو گروه و   3SCOSو  1HIFبیان نمودار 
 
 تهاجم عروقی با آن هاارتباط و عدم گروه دودر    3SCOS  و  1HIFبیان  نمودارشکل  31-3
 
در دو گروه موتانت و غیر موتانت به روش ایمنوهیستوشیمی و ارتباط آن با مرحله 1HIF نمودار بیان پروتئین




به روش ایمنوهیستوشیمی و ارتباط آن با در دو گروه موتانت و غیر موتانت 1HIF بیان پروتئینشکل  41-3














































































مورد بررسی قرار گرفت .  16و31 ,21شامل کدون های   SARKم و سوم ژن در این تحقیق اگزون های دو
 .جهشی دیده نشد هیچ 16در کدون  د ووب 31بیشتر از  21شیوع جهش در کدون 
 آسپاراتات بود. اسید آمینه به گلایسیناسید آمینه  تبدیل 31و 21دو کدون دربیشترین نوع موتاسیون  
به همراه جدول جایگزینی غیر موتانت   SARKپایروگرام انواع موتاسیون های نقطه ای و نمای پایروگرام ژن 
 آن را مشاهده می کنید. های نوکلئوتیدی و اسید آمینه مربوطه
 آن جایگزینی های نوکلئوتیدی و اسید آمینه مربوطه) 52-3جدول 
 
 epytoneG lamroN 3 noxE & 2noxE  :A
 
 TGG/ AAC/ CGG
 
 reS     A>G S21G :C                                                    laV      T>G  V21G   :B
 
 alA     C>G A21G :E                                                    psA      A>G D21G   :D
 
 syC    T>G C21G :G                                                   psA      A>G  D31G   :F
 







  چند بیمار   SARKپایروگرام ژن نمای  شکل 51-3
 
 epyT-dliW SAR-K : A
 
 
 laV-21 tnatuM : B
 
 reS-21 tnatuM : C
 
 
 psA-21 tnatuM : D
 
 alA-21 tnatuM : E
 
 
 psA-31 tnatuM : F
 
 syC-21 tnatuM : G
 
 
هنگامیکه در توالی نوکلئوتیدی دو باز آلی مشابه 
پشت سر هم قرار بگیرند با افزایش طول پیک مربوط 














با آنتی بادی های مهار به درمان  ناموفقو پاسخ  )CRCکولورکتال ( ی آدنوکارسینوما )هتروژن ناهمگون( ماهیت
های شاخص  رطبقطبقه بندی مولکولی این بیماری را ب تشخیص ولزوم ، این تومور در کننده گیرنده سلولی 
نشانگر  به عنوان SARKکولون موتاسیون مروزه در کانسر. امی کند را توجیه ISM ، FARB ،SARKمانند مهم 
 )66, 53(. محسوب می شودپیش آگهی دهنده بیماری  )مارکرزیستی (
 ومتمقا موجب ,SARK موتاسیون ژن  همچنین و )هیپوکسی اکسیژن( اهش فشارک پدیده، کولون در تومور
و  هیپوکسی شرایط، از طرفی دیگر و می شود طول عمرکاهش تومور و  رفتار تهاجمی،به درمان اکتسابی
 )76( .می شوندیکدیگر  اثر تشدیدموجب   SARKموتاسیون ژن 
 در )آنژیوژنز رگ زایی( در تشدید α1FIH افزایش بیان و عملکرد فاکتور با SARKانکوژن  بینارتباط 
 )86( .پیش آگهی ضعیف در این بیماران تایید شده استو همچنین  ، آدنوکارسینومای کولون
 امروزه مهار هیپوکسی و پروتئین های مرتبط با آن از هدف های نوین درمانی سرطان به شمار می آیند.
بنابراین میزان بیان تنظیم کننده های مسیر آنژیوژنز مانند پرولیل هیدروکسیلازها و آسپاراژیل هیدروکسیلازها 
 . دارداهمیت بسیاری های سرطانی  در بافت )FIH gnitibihni rotcaF-1( HIF1از جمله 
با  PAG -)esaPTG(SAR از طریق اتصال به،  TATS/KAJمسیر و تنظیم گر مهارکننده ، SCOS 3ملکول 
 )15(اهمیت دارد. CRCدر  آنبررسی میزان بیان  وارتباط دارد  (مسیر مرتبط با هیپوکسی ) SARمسیر 
 هایدر تومور (  α1FIHمهار کننده 1HIF )و فاکتور  3SCOS مولکول بیان میزان در این پروژهلذا 
نمونه  99بر روی ، SARK ) ژن 16و 31 ، 21واجد و فاقد موتاسیون (درسه کدون ، آدنوکارسینومای کولون 
 پارافینه مورد مطالعه قرارگرفت.
 )egatS( رجه پیشرفت تومور های آسیب شناسی بالینی مانند د با شاخصSARK همچنین ارتباط موتاسیون 
 .ندبررسی شدنیز noisavnI ralucsaV( (و تهاجم عروقی )edarG( ،درجه تمایز تومور
 911
 
روش پایروسکوئنسینگ رواج بیشتری توالی یابی به  امروزه به لحاظ سهولت در روش کار و تفسیر نتایج نهایی ،
از  ANDپیدا کرده است. همچنین یکسری قابلیت های منحصر بفرد در این روش مانند ،بررسی متیلاسیون 
 .دیگر ویژگی های خاص این متد است 
روش سانجرسکوئنسینگ و پایروسکوئنسیگ در بیماران کولورکتال کانسر و  به دو SARKآنالیز موتاسیون ژن 
روش پایروسکوئنسیگ منفی کاذب و مثبت کاذب  است کهه ) نشان دادCLCNلول های بزرگ ریه (سرطان س
قابل  مربوط به پایروسکوئنسینگ و از میان بیش از صد نمونه مورد آزمایش تنها دو نمونه گراف پایروگرام ندارد
 )3(.ندمثبت کاذب  بودو کاذب   منفی ،نتایج% 1,11%و 1,6به ترتیبدر حالی که روش سانجر تفسیر نبود 
یروسکوئنسینگ می روش پا دمی توانرا  باشد تنموتا SARKشامل توده های سرطانی % 5چنانچه کمتر از  
میزان توده % 52باید بیش از حداقل  )regnas(که در روش سانجر در حالیرا تشخیص دهد ، تواند موتاسیون 
یکی از روش های بررسی انواع واریانت های موتاسیون ،روش پایروسکوئنسینگ موتاسیون داشته باشد سرطانی 
 SARK نت ژن) است که می تواند انواع واریانت های موتا)EPFFدر نمونه های فیکس شده با فرمالین  SARK
نانوگرم  11کمتر از  ANDدر متد پایروسکوئنسینگ می توان با میزان  آشکار کندقل توده سرطانی را در حدا
  )17-96(.را بر روی نمونه های بیوپسی و بلوک های پارافینه با حساسیت بسیار بالا انجام داد  SARKآنالیز ٬
به لحاظ تفاوت در استراتژی را مزایای روش پایروسکوئنسینگ  ( مبدع روش )رونقیمصطفی مقاله مروری دکتر 
توالی یابی های جدید و ژنوتایپینگ انواع  ٬را در باز خوانی توالی  آن ٬پلیمریزاسیون  دستگاه و آنزیم نوع ٬
 میکروارگانیسم ها مناسب و به صرفه دانسته است.
 recnaC dezilanosreP به روش پایروسکوئنسینگ در انتخاب اول روش های  SARKآنالیز  ٬بر طبق مطالعات
  )56(.قرار دارد tnemtaerT
 جهش فاقد آن ها% 6,16نمونه آدنوکارسینوم کولون،    99از مجموع ،پایروسکوئنسینگدر مطالعه ما به روش 
در سال با مطالعه قبلی  (%4,83)میزان شیوع موتاسیوناین  اشتد )موتانتموارد جهش (% 4,83و  SARKژن 
  )27(%).4,73تقریبا یکسان بود( 6112
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در هیچ یک از و  بود 31بیشتر از کدون 21در اگزون شماره یک و در کدون   SARKموتاسیون ژن  فراوانی
 دیده نشد . یموتاسیون 16در کدون نمونه ها 
 آسپارتات آدنین در تبدیل اسیدآمینه گلایسین به با وانینگنوکلئوتید جایگزینی  ٬مشابه مطالعات قبلی 
همچنین  ، )27(ترین نوع موتاسیون نقطه ای در نمونه های بافت آدنوکارسینوم کولون بود ) شایع D21G( 
 )37( .شیوع بیشتری داشتاین توموردرمردان نسبت به زنان در مطالعه ما نیز  ،و همکاران کوداز مشابه گزارش
تغذیه بر احتمال بروز نوع سال بود که نشان دهنده اثر تغییر روش سبک زندگی و  75متوسط سن بیماران
 .پایین تر استسرطان در این سنین 
ارتباط معنی داری بین موتاسیون  اماموتانت در روده راست قرار داشت  SARKموارد تومورهای  بیش از نیمی از
متاستاز گره  ،محل تومور  ،سن ،جنس )edarG( ،درجه تمایز تومور، egatSبا درجه پیشرفت تومور  SARKژن 
در کشور  CRCبیمار 1111مطالعه گسترده ای که برروینتایج این یافته ها با  ٬ دیده نشدلنفی و اندازه تومور 
عمق ٬تعداد گره لنفی  ٬جنس  ٬با سن SARK نیز بین موتاسیونفوق مطالعه  در ٬شابه بود چین انجام شده بود م
 )57-37(.دار دیده نشده بودتومور و مرحله و درجه تمایز تومور ارتباط معنی 
ر ارتباط معنی دار با تهاجم عروقی توموSARK ما بین موتاسیون ژن در مشاهدات  نکته قابل توجه این است که
موتانت SARK کل بیماران و نیمی از تومورهای % 4,73به طوری که تهاجم عروقی در  ،وجود داشت آماری 
 )37(دیده شد که با نتایج مطالعه کوداز و هماهنگ نبود. 
 .مورد بررسی قرار گرفتبا شاخص های آسیب شناسی سرطان   3SCOS، 1HIFمیان  ارتباط،گام بعدی  در
  ٬ )97-67( ردداوجود  CRCمبنی بر تغییرالگوی بیان این دو ژن در تومورگزارش ین چنددر این خصوص  
طبقه بندی مولکولی  امکاندهنده و آگهی پیش  مارکر به عنوان این ژن ها الگوی بیانتغییر  استفاده از ا م هدف
 بود.  CRC
 با مراحل پیشرفت  1HIF و 3SCOS  دوژن ANRmبیان الگوی میان  یدارختلاف معنی از آن جا که ااما 
به نظر می رسدکه بررسی الگوی  لذا و تهاجم عروقی وجود نداشت  ))edarGدرجات تمایز تومور٬ )egatS(تومور
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 می توانبیان این دو ژن روش مناسبی برای طبقه بندی تومور بر پارامترهای پاتولوژیک نیست واز این طریق ن
 .پیش بینی کردتومور را  آسیب شناسیپارامترهای 
منظم و  به طورموتانت  SARK درگروه 1HIF ANRmمیانگین بیان  ، دارای تهاجم عروقیدر تومورهای 
 فرآیندو  1HIFبر بیان این ژن SARK  اثر موتاسیون ژنحاکی از  می تواند کهباشیب ملایم کاهش داشت 
موجب افزایش فاکتورهای رشد اندوتلیال   SARKکه در آن موتاسیون  تحقیقاتیاین با  ٬ (آنژیوژنزیس) باشد
 است.  قابل توجیه نیز  می شود زایی رگوعروق 
های ایمنوهیستوشیمی نمونه های آدنو در بررسی میکروسکوپیک اسلاید  1HIFواضح پروتئین  روز قوی وب
های بنیادی و مهم این فاکتور از پروتئین  اگر چه آن بود که کارسینوم کولون و بافت نرمال مجاور حاکی از
کاهش واضح و معنی دار پروتئین بافتی اما  ، )65(هم همچنان بیان می شود  سرطانیسلول در  سلولی است و
توموری می غیر فعال شدن سرکوبگرهای موجب  SARانکوژن نشان میدهد که  ، موتانتSARK در گروه  1HIF
  )18, 18, 75( . است CRCسرگوبگر تومور در یک  1HIF فاکتور  وگردد 
نشان  CRCاتولوژیک جهت طبقه بندی مولکولی وپبا شاخص های کلینیک 1HIFبررسی ارتباط میزان پروتئین 
بر  ، وجود داردموتانت  SARKبیماری در گروه  2edarG و 4egatSدر  تنها افتیمیزان پروتئین ب کاهش ،داد 
   مهار کننده میکروارنای  ،مهارکننده این ژن صورت گرفته  ))Rim مطالعاتی که بر روی میکروارنایاساس 
هماهنگ که با یافته ما  می یابد افزایش CRCبالا و مراحل پیشرفته   egatSنیز در 13-Rim ((یا  1HIF
   )38, 28, 87(.است
در گروه موتانت با افزایش پیشرفت مرحله تومور و کاهش تمایز تومور به  1HIFپروتئین کاهش میزان بیان 
 طبیعیسازماندهی و عملکرد های چرا که در سرطان ،قابل توجیه است  بافت شناسی (هیستولوژیک)لحاظ 
  بافت در بیانمیزان نصف  3 egatSموتانت بافت در ( erocS( بیاناسکور به طور مثال ،بهم می ریزد سلولی
 . بود 1 egatS
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، اما نشان داد ارتباطبا تهاجم عروقی تومور SARK بین موتاسیون ژن  ،مانند گزارشات قبلی نتایج این تحقیق
 مورهای فاقد تهاجم در هر دو گروهدر تومورهای دارای تهاجم عروقی نسبت به تو 1HIFبین بیان پروتئین
 )58, 48, 47(.موتانت و غیر موتانت ارتباطی وجود نداشت
وجود (دارا و فاقد تهاجم عروقی )کاهش  موتانتSARK گروهدر 1HIF ) پروتئین)naeMکلی میانگین بیانبه طور
داشتند  در مراحل پیشرفته تومور قرار ،تهاجم عروقی باهمراه  موتانتSARK نیمی از تومورهای  چون داشت و
% 17 زیرااست  گذاراثر 1HIFبیان پروتئین  و بر وخامت فنوتایپ تومور SARK ژن  موتاسیون ، می رسد به نظر
آن در  1HIFنداشتند و متوسط بیان پروتئین  آنژیوژنژ( تهاجم عروقی)SARK از تومورهای فاقد موتاسیون ژن 
  بسیار بیشتر بود. ها
در این  (تهاجم عروقی (آنژیوژنزیان این ژن و افزایش استعداد به بر کاهش ب SARKاثر موتاسیون این شواهد
موجب فسفریلاسیون و   SARفعالیتاعتقاد دارد  که nehcیافته های ما با مطالعه  ،را نشان می دهد تومورها 
ی سلول هادرمان  در α1FIHو مهار  آنژیوژنز می گردد ژن هایوافزایش نسخه برداری از  α1FIHفعالیت 
 )78, 68( .است تامل قابل موتانت بسیار موثرندSARK توموری روده 
آن در تومور α1FIH  و پایداری خاص موجب افزایش به طور SARKدر گزارش هیروتوشی نیز موتاسیون ژن
  )88, 46(. شده بودکولون 
با فنوتایپ  تومور از هسته سلول 1HIF خروج فاکتور عدم فعالیت و ،این است که کاهش بیان  براتفاق نظر 
در بدخیمی اند خود اذعان کرده در گزارش تان و همکارانش  وخیم تومور پستان و گلیو بلاستوما ارتباط دارد،
 می رسدنظر ه بدارد بنابراین کاهش 1HIF ای  میزان هسته ، ضعیف سرطان مهاجم پستان با درجه تمایز
سلول توموری روده ،علت کاهش بیان  درSARK انکوژن فعال شدن  در پی در هسته α1FIHافزایش پایداری 
 توجیه کند .را آدنو کارسینوم روده در 1HIFهسته ای فاکتور 
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ارتباط  α1FIH ملکول) در DACترمینال دومین ( c-در هسته سلول با مهار  1HIFوی معتقد است که مقدار 
و به دنبال آن باعث کاهش یا مهارآنژیوژنز و متاستاز  α1FIHدارد و بالا بودن آن در هسته موجب کاهش فعالیت 
  )85(.ارتباط دارد و کاهش طول عمر بیمار تومور بر عکس میزان سیتوپلاسمی آن با وخامت ، تومور می گردد
موتاسیون نواحی اتصال اما  سرطان ها گزارش وجود ندارددر 1HIF  کنون موتاسیون سوماتیک و جرم لاین ژنتا
) در تشکیل )LHVبه فاکتور ون هیپل لیندائو   1HIFاتصال  شده است ، گزارش LHVفاکتور  به 1HIF
  )98, 65( .ضروری است α1FIHکمپلکس مهاری جهت سرکوب فیزیولوژیک فاکتور 
کننده این ژن موجب کاهش یا خروج این فاکتور از و حذف های ژنی مربوط به نواحی کدنقص های کروموزومی 
محل کدگذاری ژن مهارگر  ، 42q01مثال حذف شایع و مهم کروموزومی در ناحیه   به طور ،شودمی هسته 
بانقص بیان این پروتئین در ارد و تغییرات اپی ژنتیکی همراه قرار د 1HIFدر نزدیکی ژن  ،  NETPتومور 
   (09 ,19) .تومورهای مغزی گلیو بلاستوما و سرطان پستان گزارش شده است
دچار اختلال بوده واین مهم   NETPشایان ذکر است درصد قابل توجهی ازبیماران کولورکتال کانسر از لحاظ ژن
  )29(.را قوت می بخشد1HIF اثر سرکوبگری توموری ژن
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 مانع شده و آنژیوژنز ژن هایموجب مهار نسخه برداری از  α1FIHباهیدروکسیلاسیون   1HIFاین است که  مهم
های نئوپلاستیک با فعالیت فاکتور بافت هایکاهش آن در همچنین  ،پیشرفت و بقای تومورهای جامد می شود
و میزان بیان پروتئین بافتی  می شودالبته این واقعیت در همه بدخیمی ها دیده ن ،پیشبرنده سرطان ارتباط دارد
و  )کاهش نداشتهTEPتومورهای اندوکرین پانکراس ( و )CCR( مانند سرطان کلیه در برخی بدخیمی ها 1HIF
 )16(.نیز افزایش نشان داده است حتی نسبت یه بافت سالم
در بافت نئوپلاستیک کاهش نیافته، اما فعالیت  1HIFدر مواردی که سطح پروتئین  ، فرض بر این است
که کمبود دسترسی به منابع اکسیژن در ریز محیط و  ،ار نقص شده استدچα1FIH هیدورکسیلازی آن بر روی 
برای فعالیت هیدروکسیلازی خود به اکسیژن  آنزیمچرا که این ، است دلیل آن نواحی هیپوکسیک داخل تومور
ن را ی آآنزیمفعالیت  1HIFیا اصلاحات پس از ترجمه بر روی  MTPهمچنین مکانیسم های  ،وابسته است
    )49, 39( .دهدکاهش می 
هیچ  مطالعه مابا شاخص های آسیب شناسی در  آن هاو ارتباط  RCPq به وسیله 3SCOS و 1HIFبررسی بیان 
مقاله تائو در مطالعه خود بین  که نشان نداد در صورتیها  با پارامترهای ذکر شده  ارتباطی بین بیان این ژن
 )59( .دیده استبا عمق و تهاجم و متاستاز توموردر تعداد نمونه مشابه با مطالعه ما ارتباط  1HIFبیان 
 :بین این دو مطالعه چندین تفاوت اساسی وجود دارد لبتها 
وی نمونه تائو بر راما  ،) فرمالین فیکس جمع آوری شده بودEPFFاول اینکه نمونه های مطالعه ما به صورت ( 
 ) تحقیق کرده بود.)hserFتازه 
وی جهت بررسی بیان پروتئین از تکنیک وسترن بلاتینگ استفاده و بافت سرطانی را با بافت نرمال   ،دوم 
بنابراین با توجه به  ،مبنای کار وی نبود SARKود و بررسی موتاسیون ژن همجوار خود مورد بررسی قرار داده ب
 موارد فوق تفاوت در نتایج این دو مطالعه قابل توجیه است.
علت  1HIF ANRm  و مشاهده افزایش این میکروارنای تخریب کننده 13-Rimبا بررسی  وی در مطالعه دیگری
  )69( .دکررمال همجوار را توجیه کاهش آن در بافت تومور روده نسبت به بافت ن
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در سطح مولکولی این کاهش  اما وجود داشت در سطح پروتئین 1HIFبیان کاهش  ،ما شواهددر اینکه چرا 
 قرار داد:مورد نقد و بررسی از چند دیدگاه   می توانرا  معنی دار نبود
بیان یکسری  احتمالا اما شتااگرچه بیان مولکولی این ژن در دو گروه موتانت و غیر موتانت تفاوتی ند 
  RTU ´3 شناسایی  اب SARKشرایط جهش ژن در خصوصا  گر مانند میکروارناها الیگونوکلئوتید های تخریب
) در سلول و اعمال اصلاحاتی مانند )MTPیا اصلاحات پس از ترجمه  و آنبیان  مانع، 1HIF  ژن ANRm
  .می شود آن و کاهشی موتانت سلول هاخروج این پروتئین از هسته افزایش موجب گلیکوزیلاسیون و غیره 
های التهابی کولون  در بیماری3SCOS  کاهش است و TATS-KAJ تنظیم گر مسیر  به عنوان  3SCOSژن
  )79, 74(.شده است دیدهمانند اولسراتیوکولیتیس و حتی تومورهای ناشی از این التهابات و تومورهای تک گیر 
 بیان این تنظیم گر در تومور روده گزارشی وجود ندارد.  میزانبر SARKص اثر موتاسیون اخ به طور اما
جوار خود ارتباطی در تومور روده و مقایسه آن با بافت نرمال هم 3SCOS  هامیلتون نیز با بررسی میزان بیان
او معتقد است اگر چه این ژن در بیماران  ،آدنومای روده ندید  با و بدوندر گروه  3SCOS بین میزان بیان
مارکر پیش بینی کننده یک بیو به عنواناین کاهش به تنهایی در موکوزای روده آدنومای کولون کاهش دارد اما 
 )89( .دیده می شود CRCکاهش قابل توجه آن در مراحل نهایی نیست ونوما یبه آدنوکارسآدنوما  تبدیل ریسک
وتانت نسبت به م SARNی سلول هادر  3SCOSبیان  نشان داده است که  SARاعضای مسیر  مطالعهالبته 
در  % ) 1(تنها   SARNبا توجه به نرخ پایین شیوع موتاسیون نظر می رسد ه ب ،گروه غیر موتانت افزایش داشت
تهاجم  دارای گروه موتانتدرمطالعه ما متوسط بیان در ،دارد به بررسی بیشتری نیاز گزارشتومور کولون این 
 عروقی قدری بیشتر ازگروه غیر موتانت بود .
آسیب شناسی شاخص های  با 3SCOS ،1HIFدو ژن ANRm بین بیان به دلیل اینکهنظر می رسد ه ب
بنابراین بررسی الگوی بیان این دو ژن برای طبقه  شتارتباطی وجود نداSARK موقعیت و (کلینیکوپاتولوژیک)
 .نیست  ده آل و قابل قبولبندی ملکولی نمونه های  سرطان روده بزرگ  ای
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هیستوشیمی نتایج قابل اطمینان تری را منوبررسی مستقیم بافت مانند ای روش هایکلی به دلیل اینکه  به طور
-یک تست گلد  به عنوانرایج  به طوردر خصوص بررسی میزان پروتئین بافتی در اختیار ما قرار می دهد، 
 .شود استفاده می های تشخیص کلینیکی روشاکثر استاندارد جهت امور تحقیقاتی و حتی 
تعیین نوع و طبقه بندی  جهتهای تشخیص بیومارکرهای بافتی  اکثر روشایمنوهیستوشیمی در امروزه 
و امکان ارزیابی الگوی  درمان تومورهاپاسخ به ، ارزیابی مارکرهای تعیین کننده موفقیت در  ها مولکولی بدخیمی
 .گسترده مورد استفاده قرار می گیرد  به طور ،توزیع بافتی پروتئین 
وشانس به لحاظ اثر تجمعی و پایداری ساختار پروتئین ها روش ایمنوهیستوشیمی  به  1HIFبررسی مستقیم 
 ، نبود تومور تشکیلهسته ای در مراحل اولیه  1HIFکاهش فاکتورچون اما  ،است کارآمدتردر سلول ردیابی آن 
(آنژیوژنز) و متاستاز تومور در  آگهی تهاجم عروقییک مارکر بیولوژیک در تعیین پیش  این پروتئین بنابراین
 . نیستطبقه بندی مولکولی سرطان کولون 
در ارزیابی و تصمیم گیری صحیح مدیریت  ،با توجه به اینکه تعیین مارکرهای بیولوژیک پیش آگهی دهنده
در  پیشنهاد می شود، استاساس بیولوژی تومور موثر  ها بر بیماری وحتی ایجاد روش های نوین درمان سرطان
روش  بهدر سلول توموری  3SCOSمیزان بیان  همچنین،شود بررسی مورد  NETPژن مطالعات بعدی 
 .  مورد بررسی قرار گیرد نیز ایمنوهستوشیمی
 پیشنهاد می شود: برای مطالعات تکمیلی
  سکوئنسینگروش سانجر و مقایسه با روش پایروبه  بیماران این مطالعه  SARKآنالیز موتاسیون ژن  -1
 موتانتSARK در بیماران  3SCOS بررسی ایمنوهیستوشیمی ژن -2
 کولون  )hserF تازه( بر روی نمونه بافت 3SCOS ، 1HIF بررسی بیان ژن  -3
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KRAS Analysis  & Gene Expression &Immunohistochemical Evaluation of  
HIF1AN protein  as a Probable Prognostic Biomarker in  
Human Colorectal Adenocarcinoma 
Abstract 
Colorectal cancer (CRC) is a multistep process based on the accumulation of somatic mutations 
in genes such as APC and KRAS. Data on the presence of mutations in KRAS gene in CRC and 
their relationship with clinicopathological parameters and expression of genes involved in tumor 
progression are scarce. We examined the KRAS status in 99 patient’s samples and its correlation 
with clinicopathological parameters such as age, sex, tumor location, lymph node metastasis, 
tumor stage, tumor grade and vascular invasion. In consistent with other’s reports, 38.4% of our 
samples showed KRAS mutation in their genomes with preferential mutation in codon 12 
(89.4%). Nevertheless, in contradict with previous reports, we were not seen any correlation 
between KRAS status and clinicopathological parameters (P>0.05) except vascular invasion. 
Patients with KRAS mutation have more vascular invasion compared with patient having wild-
type KRAS. Next, we investigated the expression of two tumor suppressor genes, FIH-1 and 
SOCS3, in both KRAS mutant and wild-type groups and looked for any correlation between 
their expression and clinicopathological parameters. Although the expression of both genes have 
showed irregulation expression, but none of the clinicopathological parameters were associated 
with the expression of FIH-1 and SOCS3 at mRNA level (P>0.05). However, decline in FIH-1 
expression at protein level in KRAS mutant group was correlated with stage IV and grade 2 of 
tumor (P≤0.05). Our results demonstrated that there are no or low correlation between KRAS 
status, FIH-1 and SOCS3 expression, and epidemiologic and clinicopathologic characteristics in 
CRC.  
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Background: lack of oxygen (Hypoxia) is a common phenomenon in human solid tumors which 
leading to tumor growth, survival and metastasis by induction of angiogenesis. 
Hypoxia Inducible Factor 1 Alpha Subunit Inhibitor (HIF1AN ) - 
activators  ) CBP / P300( inhibits the hypoxia inducible factor alpha (HIF1α ).  
 
Goal:  This study was performed  to determine the relationship between the expression of 
HIF1AN and vascular invasion in colon adenocarcinoma. 
. 
Method and Material :This analytical study  was conducted on 101 patients with colon 
adenocarcinoma which were divided to vascular invasion tumor  and Non- vascular invasion 
tumor groups. Immunohistochemical staining of  tissues were done by using  monoclonal anti - 
HIF1AN  antibody. 
cell staining intensity was assessed and the correlation between the HIF1AN expression levels 
and pathological parameters were surveyed. 
 
 Data were analyzed with logistic regression and chi-square test with p-value <0.05. 
Findings: HIF1AN Nuclear immunoreactivity were different between two groups .Low 
expression of HIF1AN was associated with tumor vascular invasion (P=0.01).  
No association between tumor differentiation , depth and HIF1AN expression was observed . 
 
Conclusion: Evidence showed that the low expression or incorrect positioning of HIF1AN in 
nucleus of tumor cells  causes HIF1α inhibition failure and increase the angiogenic associated 
factors. The HIF1AN plays a role as an tumor suppressor gene (TSG (in colon tumors and 
decreased HIF1AN expression in nucleus of colon cancer cells is associated with angiogenesis 
factors and vascular invasion.  
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 مهارکننده عامل القاشونده هیپوکسی با میزان تهاجم عروقی رتباط بیان
 در سرطان روده بزرگ  
 
        **دکتر فرهاد زمانی        *و**لادن وکیل           **دکتر ناصر رخشانی               *پوردکتر رضا نجفی
  ****امیر جوادی               ***دکتر آرمان مرکباتی    
 ، قزوین، ایران دانشگاه علوم پزشکی قزوین* مرکز تحقیقات سلولی و مولکولی               
 ** مرکز تحقیقات کبد و گوارش دانشگاه علوم پزشکی ایران، تهران، ایران               
 بیمارستان مهر تهران، تهران، ایران مولکولی شناسی *** بخش آسیب              
 **** بخش انفورماتیک پزشکی دانشکده پیراپزشکی دانشگاه علوم پزشکی تهران، تهران، ایران
 چکیده :
فرآیند  یبا افزایش القا ) یک پدیده شایع در تومورهای انسانی است کههیپوکسیکمبود فشار اکسیژن ( زمینه:
 عامل القاشونده هیپوکسیمهارکننده  عامل  .تومور می گردد تهاجمبقا و ،زایی (آنژیوژنزیس) موجب رشد رگ
القا  عامل) موجب مهار  003P/PBCاتصال به یک سری فعال کننده های نسخه برداری ( با  NA1FIH((
  ) می شود. α1FIH(  شونده هیپوکسی
انجام  بزرگ روده آدنوکارسینوم تومور در تهاجم عروقی و NA1FIH بیان بین رابطه تعیین ، به منظور: هدف
 .شد
دو  دربیمار مبتلا به سرطان کولون 111بر روی 3931تا  1931این مطالعه تحلیلی در سال های  مواد و روش:
مونوکلونال آنتی  با استفاده ازهیستوشیمی بافت ها ایمنو میزیرنگ آ. انجام شددارا و فاقد تهاجم عروقی  گروه 
 . شدانجام  NA1FIHبادی ضد 
با شاخص های   NA1FIHمیزان بیان نشانگرارتباط بی قرار گرفت و مورد ارزیاسلولی شدت رنگ پذیری 
 آسیب شناسی بررسی شد .
 .شدآنالیز  1/51با آزمون های همبستگی و مجذورکای و سطح معنی داری کم تر از داده ها 
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بیان کم بین میزان   .دو گروه مورد مطاالعه متفاوت بود در   NA1FIH: واکنش ایمنوشیمیایی  یافته ها
 ) 10/0=P ). با تومور تهاجم عروقی ارتباط داشت NA1FIH
 ..نشد مشاهده NA1FIH بیان و عمق ، تومور تمایز بین ارتباطی هیچ
 در هسته سلول NA1FIH نا مناسب گیری کاهش بیان و یا جای داد:شواهد نشان  و بحث: نتیجه گیری
پروتئین  . عوامل مرتبط با رگ زایی تومور می شود افزایشو  α1FIHمهار عامل  نارسایی موجبهای بدخیم 
در هسته سلول های سرطانی  NA1FIHکاهش بیان  ودر سرطان روده نقش مهار گر تومور دارد  NA1FIH
 .داردارتباط و تهاجم عروقی  رگ زایی (آنژیوژنز)عوامل کولون با 
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